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La presente invention se rapporte a une methode d'analyse des acides 
nucleiques mettant en ceuvre un jeu de sondes de petite taiile incluant des 
desoxyinosines (dl) a la place de desoxyguanosines (dG). L'invention comprend 
egalement de tels jeux de sondes ainsi que leur utilisation dans des procedes de 
5 detection et/ou de quantification d'ofigonucleotides cibles presents dans des molecules 
d'ADN (acide desoxyribonucleique) ou d'ARN (acide ribonucleique) dans un 
echantillon, notamment la determination du taux d'edition de TARN messager (ARNm) 
du recepteur 5-HT 2c (5-HT 2c -R) de la serotonine. L'invention est aussi relative a une 
biopuce ou a un reacteur en milieu liquide comprenant de tels jeux de sondes ainsi 
10 leurs utilisations, notamment pour la detection et/ou I'identification de polymorphismes 
genetiques ou pour la determination du taux d'edition d'un ARNm, que ce soit celui de 
I'ARNm du 5-HT 2c -R ou de tout autre ARN susceptible d'etre edite. La presente 
invention a egalement pour objet une methode de selection de composes capables de 
moduler le taux d'edition de I'ARNm du 5-HT 2c -R, ainsi que I'utilisation de tels 
15 composes pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee au 
traitement de I'humeur. V 
Parmi les methodes d'analyse des acides nucleiques qui permettent de reveler 
une difference d'un ou de quelques nucleotides dans une sequence donnee, on peut 
distinguer deux grandes categories de methodes, celles qui sont specifiques d'une 
20 seule sequence et celles qui permettent de detecter simultanement, par hybridation 
sous forme de duplex d'ADN double brin ou sous forme d'heteroduplex ADN/ARN, 
plusieurs sequences differentes (jusqu'a plusieurs milliers). 

Dans la premiere categorie, on peut ranger - sans etre limitatif tant les 
variantes sont nombreuses et sans les decrire car elles ont toutes ete largement 
25 utilisees a des degres divers - le sequencage de 1'ADN, sequencage direct ou apres 
amplification iterative par PCR ("polymerase chain reaction"), precedee ou non d'une 
reaction de transcription inverse (RT-PCR pour "reverse transcription" suivie de PCR) ; 
la mise en evidence d'un poiymorphisme de longueur des fragments de restriction 
(RFLP pour "restriction fragment length polymorphism") a la suite d'une ou plusieurs 
30 mutations ponctuelles qui affectent un ou plusieurs sites de restriction et sa variante, 
I'AFLP ("amplification length polymorphism") ; la reaction de ligature iterative (LCR 
pour "ligase chain reaction") et sa variante, la reaction de detection par ligature (LDR 
pour "ligase detection reaction") ; I'amplification specifique par PCR d'un allele mute 
(PCR-MASA pour "PCR-mutant allele specific amplification") ; I'extension d'amorce 



("primer extension") ; .... Pour toutes oes methodes et celles qui en derivent voir 
"Current Protocols in Molecular Biology", John Wiley & Sons ed., 4 vol. mis a ]our par 
trimestre, ISBN 0-471 -50338-X. 

Dans la seconde categorie, on trouve les methodes d'analyse par hybridation 
en milieu liquide et celles derivees de la methode de Southern (ou "Southern blot") qui 
fut decrite initialement pour I'ADN (Southern, J. Mol. Biol. 1975, 98, 503-517). Parmi 
ces dernieres, on peut citer sans etre limitatif, la methode de Southern appliquee a 
TARN (ou "northern blot", voir Alwine et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1977, 74, 5350- 
5354, et Alwine et al. Methods Enzymol. 1979, 68, 220-242) ; les hybridations sur 
support macro- et micro-hybridations, d'acides nucleiques en collection ("macroarray" 
et "microarray", voir Fotin et al. Nucleic Acids Res. 1998, 26(6) 1515-1521 et les 
articles qui y sent references, voir aussi Diehl et al. Nucleic Acids Res. 2001 , 29(7)e38 
et les articles qui y sont references). Ces hybridations entre molecules d'acides 
nucleiques qui aboutissent a la formation d'un ADN double brin ou d'un heteroduplex 
de type ADN/ARN sont obtenues soit dans un reacteur en milieu liquide soit, plus, 
generatement, sur un support qui peut etre une membrane hydrophobe (nitrocellulose 
ou Nylon® par exemple) ou une lame de verre active pour permettre la fixation des 
sondes d'ADN simple brin ou double brin (qui, dans ce dernier cas, sera ensuite 
denature pour permettre I'hybridation). Les sequences d'ADN deposees qui servent de 
sondes pour I'hybridation de molecules d'ADN ou d'ARN qui leur sont 
complementaires, peuvent etre longues et ce sont alors des sequences d'ADN 
genomique, generalement amplifies par PCR ou, plus souvent, d'ADNc (ADN 
complementaire) d'ARNm ; dans ce dernier cas, elles proviennent de banques d'ADNc 
d'origines diverses et se presented sous forme d'ADN double brin. Les sequences 
s d'ADN peuvent egalement etre sous forme d'ADN simple brin ; dans ce dernier cas, »l 
s'agira, le plus souvent, d'oligodesoxyribonucleotides longs (60 a 80 bases) ou courts 
(environ 20 bases ou moins). Plus les oligodesoxyribonucleotides sont courts, plus ils 
permettent de discriminer des sequences qui different ne fut-ce que d'un seul 
nucleotide. Cependant, cette discrimination n'est possible que si la temperature de 
,0 fusion Tm (Tm pour "melting temperature") des sequences a hybrider est tres vois.ne 
ou identique. 

En effet, s'il est possible par les methodes de la seconde categorie de mettre 
en evidence une difference de sequence portant sur un seul nucleotide, il est 
necessaire pour cela que les conditions d'hybridation (concentration en sels et 
35 temperature essentiellement) soient suffisamment strictes pour qu'un seul 
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mesappariement de base empeche I'hybridation entre la sonde et t'acide nudeique 
cible. Lorsque ces conditions sont reunies, seule la sonde de sequence exactement 
complementaire s'hybride a I'acide nudeique cibie qui peut etre de I'ADN ou de I'ARN 
simple brin de sequence recherchee. Pour cela, ia sonde doit etre de sequence 
5 suffisamment longue pour permettre une hybridation a la fois stable et specifique mais, 
aussi, suffisamment courte pour autoriser une discrimination entre des populations 
d'acide nudeique (ADN ou ARN) qui presenteraient entre elles une difference de 
sequence d'un seul nucleotide. 

Toutes choses etant egales par ailleurs, la temperature a laquelle est obtenue 
10 I'hybridation specifique depend essentiellement de la composition en bases des 
sequences a apparier, adenine, thymine (ou uracile), guanine et cytosine presentes 
sous forme de desoxyribonucleoside monophosphate dans I'ADN et de ribonucleoside 
monophosphate dans I'ARN (I'uracile remplagant alors la thymine), relies entre eux par 
des liaisons 3'-5'-phosphodiesters. On utilisera les abreviations dA, dT, dG et dC pour 
15 desoxyadenosine, desoxythymidine, desoxyguanosine et desoxycytidine 
monophosphates, respectivement, et A, U, G et C pour adenosine, uridine, guanosine 
et cytidine monophosphates, respectivement. Plus ces sequences sont riches en 
guanines et cytosines,' plus la temperature qui permet d'obtenir une hybridation 
specifique est elevee, en raison de la formation de trois liaisons hydrogenes entre ces 
20 deux bases appariees, contre deux seulement entre les adenines et thymines (ou 
uraciles) appariees. Cependant, la position relative de ces bases a I'interieur des 
sequences appariees joue aussi un role dans la stabilite de la double helice d'ADN ou 
de I'heteroduplex ADN/ARN, en raison des interactions hydrophobes que contractent 
entre eux certains atomes de carbone des plateaux des bases puriques et 
25 pyrimidiques empilees. Par consequent, du pourcentage en adenines et thymines (ou 
uraciles), ainsi qu'en guanines et cytosines respectivement appariees mais, aussi, de 
la position relative de ces bases appariees dans une sequence donnee, depend la 
temperature qui permet d'obtenir une hybridation specifique done une discrimination 
entre deux sequences qui ne different, entre elles, que d'une seule base. 
30 La temperature qui permet une hybridation specifique peut etre calculee de 

facon approximative selon plusieurs formules qui tiennent compte de la longueur des 
sequences a apparier, ainsi que de leur composition en bases (voir en particulier 
Wallace et al. Nudeic Acids Res. 1979, 6(1 1), 3543-3557 pour le calcul de la Tm selon 
la regie de Wallace, ainsi que Breslauer et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1986, 
35 83(11), 3746-3750 pour le calcul de la Tm par la methode du plus proche voisin). 



Cependant, aucune methode de calcul ne permet de determiner de facon prec.se la 
Tm d'un ADN double brin qui contient des dl puisque, dans toutes les formules 
actuellement proposees, I'energie d'appariement entre dl, d'une part et dA, dG, ou dT, 
d'autre part, est consideree comme identique, ce qui est inexact (voir ci-dessous). 
Cette temperature peut egalement etre determinee experimentalement par mesure de 
I'effet hyperchrome de I'ADN en fonction de la temperature. Pour cela la densrte 
optique de I'ADN double brin est mesuree a 260 nm, en continu, en fonct.on de la 
temperature. Entierement sous forme simple brin, I'ADN absorbe a 260 nm environ 1,4 
fois plus que sous forme double brin. La temperature a laquel.e I'ADN est, pour moit,e, 
sous forme double brin et, pour moitie, sous forme simple brin est la temperature de 
fusion ou Tm. La Tm est mesuree au point d'inflexion de la courbe de denaturat,on 
thermique de I'ADN qui represente la valeur de la densite optique mesuree a 260 nm 
en fonction de la temperature. Cette Tm est d'autant plus elevee que le nombre de 
guanines et cytosines appariees est important, dans une sequence donnee. Elle 
caracterise done une sequence d'ADN double brin de longueur donnee selon sa 
composition en bases. 

Determiner la temperature optimale d'hybridation pour assurer une 
discrimination entre deux sequences qui ne different que d'un seul nucleotide et, a 
plus forte raison, de plusieurs nucleotides, est aise, a condition que les sequences a 
» apparier soient relativement courtes. 

Cependant, une hybridation specifique entre plusieurs sondes et autant de 
molecules d'acide nucleique (ADN ou ARN) qui ne different entre elles que d'un seul 
nucleotide ou qui presented des sequences complement differentes, avec des 
pourcentages different* en adenines et thymines (ou uraciles), ainsi qu'en guan.nes et 
5 cytosines respectivement appariees, requiert autant de conditions d'hybridation qu'.l y 
a de sequences a hybrider. En effet, les conditions qui autorisent une hybndafon 
specifique dependant de la composition en bases des sequences a hybrider, les 
temperatures necessaires a I'obtention d'hybridations specifiques seront d'autant plus 
elevees qu'augmentera le nombre de guanines et cytosines appariees en 
50 remplacement d'autant d'adenines et thymines (ou uraciles) appariees. 

Par consequent, il n'est pas possible d'obtenir, simultanement sur le meme 
support solide, des hybridations specifiques avec des sequences imposees de petite 
taille car les temperatures qui garantissent la specificite d'hybridation devraient etre 
differentes pour chaque sequence a hybrider, ce que confirme la determination de leur 
35 Tm. 
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Cette impossibilite reste egalement vraie lorsque Ton desire effectuer ces 
hybridations specifiques avec des sequences imposees de petite taille en milieu liquide 
dans un meme reacteur, ou encore dans un ensemble de reacteurs auxquels on 
desire appliquer les memes conditions d'hybridations specifiques, en particuiier de 
5 temperature, comme par exemple un ensemble de cupules disposees sur une meme 
plaque ou une meme microplaque. 

Ainsi, il reste souhaitable de pouvoir disposer aujourd'hui d'une methode 
d'analyse permettant de realiser des hybridations specifiques entre acides nucleiques 
de sequences imposees de petite taille, sequences ne differant entre elles que d'un 
10 seul nucleotide ou sequences completement differentes, autorisant des hybridations 
qui aboutissent a la formation de duplex presentant des pourcentages differents en 
adenines et thymines (ou uraciles), ainsi qu'en guanines et cytosines respectivement 
appariees, ceci simultanement sur un meme support solide, ou encore en phase 
liquide dans un meme reacteur ou dans un ensemble de reacteurs auxquels on desire 
15 appliquer les memes conditions d'hybridation specifique, en particuiier de temperature, 
Ceci est justement I'objet de la presente invention. 

Le probleme, dont la solution est apportee par la presente invention, est de 
pouvoir definir un ensemble de sondes nucleiques dont on pourra disposer et dont,la 
composition en nucleotides permet d'obtenir des conditions similaires d'hybridation 
20 pour cet ensemble de sondes, telles que ces sondes soient susceptibles de s'hybrider 
de fagon specifique a des acides nucleiques cibles de type ADN et/ou ARN de 
sequence imposee, quel que soit leur pourcentage relatif en adenines et thymines, 
ainsi qu'en guanines et cytosines. 

. Pour homogeneiser la temperature d'hybridation de toutes les sondes avec des 
25 acides nucleiques cibles (ADN ou ARN) de sequence imposee, tout en gardant une 
specificite absolue d'hybridation, quel que soit le pourcentage relatif en adenines et 
thymines, ainsi qu'en guanines et cytosines respectivement appariees, il est propose 
ici d'utiliser des sondes courtes qui possedent des desoxyinosines (dl) au lieu de (dG) 
ceci non seulement pour assurer un appariement specifique avec des dC ou des C, 
30 mais egalement pour assurer cet appariement specifique avec des dC ou des C par 
I'intermediaire de deux liaisons hydrogenes, a la place des trois liaisons hydrogenes 
formees entre dG et dC ou dG et C. 

Le nombre et la position des dl qui rempiacent les dG dans les sequences des 
sondes imposees sont determines de fagon a ce que les sequences des sondes 
35 imposees ainsi modifiees presentent entre elles un contenu similaire, de preference 



egal en guanines et cytosines, .'hybridation de oes sondes modifies aboutissant ains, 
t .a' formation de duplex ADN/ADN ou d'heteroduplex ADN/ARN dont les Tm sent 
sufflsamment voisines pour autoriser des oonditions d'hybridation spedflque 
identiques pour chacune de ces sondes. 

Le nombre et la position des dl qui remplacent les dG seront en particular 
determines par la nombre et la position a I'interieur de la sequence d'une sonde 
donnee, des appariements entre dG et dC ou dG et C, qui remplaoent des 
appariements entre dA et dT ou dA et U d'une autre sequence sonde donnee. 

Par la solution proposes id. la dl n'est pas utilisee en tant que nucleot.de 
susceptible de s'apparier aussi bien avec dC qu'avec dA, dG et dT ou. aussi bien avec 
C qu'avec A, G et U. En effet, si la dl est bien susceptible de s'apparier avec ces 
desoxyribonucleosides et ribonucleosides, toujours par Vintermediaire de deux liaisons 
hydrogenes, I'energie d'appariement est tree differente selon les cas. Par ordre 
decroissant d'energie d'appariement, on aura dl:dC > dl.dA > dl.dG = d.:dT et dl:C > 
dl-A > dI G = dI U. De plus, en fonction de I'environnement de dl, lenergie 
d'appariement n'est pas striotement idenUque, selon que cette dl est posWonnee event 
ou apres dA, dG, dC, dT ou una autre dl. Neanmoins, dans tous les cas, dl s'appanera 
toujours mieux avec dC ou C qu'avec dT ou U, ces deux dernieres possible 
d'hybridation etant toujours les moins favorables. Sur les proprietes d'appanement de 
o dl avec les autres desoxyribonucleotides, on pourra mais sans s'y limiter, se referer 
eux articles de Cas^Green et a,., (NuCeic Acids Res. 1994, 22(2), 131-136) et de 
Martin et el. (Nucleic Acids Res. 1995, 13(24), 8927-8938) et aux documents qu, y 

sont references. 

Ainsi sous un premier aspect, la presente invention a pour objet une methode 
!5 d'analyse d'un eohantillon contenant un polynucleotide cible (a I'interieur d'une 
molecule d'ADN ou d'ARN) et/ou run de ses variants, ledit variant comprenant une ou 
plusieurs substitutions de base par rapport audit poiynucleotide cible, ladite methode 
comprenant les Stapes suivantes : 

a) la mise a disposition de I'echantillon contenant ledit polynucleotide able, ou 
30 I'un de ses variants, et d'au moins deux oligodesoxyribonucleotides dtfferents, ci-apr*s 
designee par le terme general de "sondes", cas dernieres etent disposees so,, de 
maniere distincte sur un support solide, soit contenuee dans un memo reaoteur, sort 
encore reparties de maniere distincte sur un dispositif comprenant un ensemble de 
reacteurs, chacune desdites sondes presentant une sequence susceptible de former 
35 un duplex spteifique avec le polynucleotide cible ou I'un de ses variants attendus ; 
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b) I'incubation dudit polynucleotide cible, ou I'un de ses variants, avec lesdites 
sondes dans des conditions d'hybridation specifique, permettant d'obtenir la formation 
d'un duplex entre ledit polynucleotide cible ou I'un de ses variants attendus, et une 
desdites sondes, meme si ledit polynucleotide cible et I'un de ses variants attendus ne 

5 different entre eux que d'un seul nucleotide ; et 

c) la detection des duplex formes sur ledit support solide, ou encore formes en 
solution dans ledit meme reacteur ou formes en solution dans chacun des reacteurs 
dudit ensemble de reacteurs, 

caracterisee en ce qu'au moins un des nucleotides dG dans au moins une desdites 
10 sondes, a ete substitue par un nucleotide dl, de telle facon que les conditions 
d'hybridation specifique permettant d'obtenir la formation d'un duplex entre ledit 
polynucleotide cible, ou I'un de ses variants attendus, et une desdites sondes a I'etape 
b) sont identiques pour chacune desdites sondes. 

De preference, I'invention concerne une methode d'analyse selon la presente 
15 invention, caracterisee en ce que a I'etape a) lesdites au moins deux sondes 
differentes sont disposees de maniere distincte sur un support solide, soit contenues 
en solution dans un meme reacteur, soit encore reparties en solution de maniere 
distincte sur un dispositif comprenant un ensemble de memes reacteurs, et en ce qu'a 
I'etape c), respectivement, les duplex formes sont detectes sur le support solide, Jes 
20 duplex formes en solution sont detectes dans ledit meme reacteur (ou partir d'une 
aliquote contenue dans ce meme reacteur) ou dans chacun des reacteurs dudit 
ensemble de meme reacteurs. 

Par ensemble de reacteurs, on entend designer dans la presente description, 
un ensemble de reacteurs, de preference de memes reacteurs, de preference encore 
25 regroupes dans un ou, su'rvant le nombre de reacteurs, dans plusieurs memes 
dispositifs, et oD les memes conditions d'hybridation seront appliques pour chacun des 
reacteurs de cet ensemble. 

Dans un mode de realisation prefere, lorsque le nombre de reacteurs est 
superieur a un, le nombre de reacteurs est egal au nombre desdites sondes 
30 differentes. 

De preference encore, cet ensemble de reacteurs pourra se presenter, suivant 
la taille et/ou le nombre des reacteurs, sous la forme d'une ou plusieurs memes 
plaques ou microplaques sur lesquelles seront disposees des conteneurs, cupules ou 
puits dans lesquels I'incubation dudit polynucleotide cible, ou I'un de ses variants, avec 
35 lesdites sondes sera effectuee en milieu liquide. 
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Sous os premier aspect, la presente invention a pour objet partiouiier une 
methode d'analyse d'un eohantiilon oontenant un polynucleotide oible et/ou fun de sea 
variants, ledit variant comprenant une ou plusieurs substitutions de base par rapport 
audit polynuoleotide cible, ladite methode comprenant les etapes survantes : 
5 a) la mise a disposition de I'echantillon oontenant ledit polynucleotide able, ou 

ru „ de see variants, et d'au mains deux oligodesoxyribonucleotides differents, a-apres 
designee par le terme general de "sondes", oes demieres etant disposees de man,ere 
distincte sur un support solide, ohaoune desdites sondes presentant une sequence 
susceptible de former un duplex specifique avec le polynuoleotide oibie ou fun de ses 

10 variants attendus ; ,^j» a(9 
b) 1'incubation dudit polynuoleotide cible, ou fun de ses vanants, avec lesdrtes 
sondes dans des conditions d'hybridaSon specifique, permettant d'obtenir la format™ 
d'un duplex entre ledit polynucleotide cible, ou run de ses variants attendus, et une 
desdites sondes, memo si ledit polynucleotide cible et run de ses variants attendus ne 
15 different entre eux que d'un seul nucleotide ; et 

o) la detection des duplex formes sur le support solide, 
caracterisee en ce qu'au mains un des nucleotides dG dans au moins une desdrtes 
sondes, a ete substitue par un nucleotide d., de telle fagon que les conditions 
d'hybridation specffique permettant d'obtenir ,a formation d'un duplex entre ed* 
20 polynucleotide cible, ou I'un de ses variants attendus, e. une desdftes sondes a letape 
b) sont identiques pour chaoune desdites sondes. 

Par aclde nucleique, sonde nucleique, sequence nucleique ou daade 
nudeique, polynucleotide, oligonucleotide, sequence de polynudeotide, sequence 
nucleotide, sequence polynucieotidique et, en absence d'autre precision, on entend 
2S designer ici un enchatnement precis de nucleotides, modifies ou non. permettant de 
definir un fragment ou une region d'un aoide nucleique, comportant ou non des 
nucleotides autres que dA, dT, dG, dC ou A, U, G et C, et pouvant correspond auss, 
bien 4 un ADN double brin ou un ADN simple brin qu'a des produits de transcnpfion 
desdrts ADN tels que des ARN. 
30 Par sonde, on entendre designer ici un oligodesoxyribonucieofide ut,l,se en tant 

^ S ° ptr sondes de petite taille, on entendre designer ici des sondes dont la taille 
est suffisamment courte pour permettre I'hybridation specifique et la discriminate 
entre deux polynucleotides cibles differents, meme si cette difference ne porte que sur 
35 une base. De preference, ces sondes presenteront une longueur inferieure a 40 
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nucleotides et, de fagon encore plus preferee, inferieure a 35, 30, 25, 24, 23, 22, 21 
nucleotides. De preference encore, lesdites sondes comprendront, au moins, 10 
nucleotides et, de facon encore plus preferee, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 ou 20 
nucleotides. 

5 Par oligonucleotide cible on entendra designer ici un oligonucleotide que Ton 

cherche a detecter et/ou identifier et/ou quantifier dans un echantillon, ceci par 
opposition au terme de sonde, oligonucleotide cible generalement derive d'une partie 
integrante d'un ADN ou d'un ARN extrait d'un prelevement biologique, de tissu, de 
cellules ou de microorganismes tels que des bacteries, levures, champignons, algues 
10 ou encore de virus ou phages. 

Par oligonucleotide cible derive d'un ADN ou d'un ARN, on entendra designer 
ici un oligonucleotide (ADN simple brin ou ARN simple brin) dont la sequence est 
identique ou complementaire a 100 % de la sequence dudit ADN, ou dudit ARN, oi*de 
la sequence d'un de leurs fragments. 
15 Par variant ou variant attendu d'un oligonucleotide cible, on entendra designer 

ici un oligonucleotide dont la sequence comporte une ou plusieurs substitutions de 
base par rapport audit oligonucleotide cible, variant dont on cherche a detecter et/ou 
identifier et/ou quantifier la presence dans un echantillon. 

Par duplex, on entend designer dans la presente description un acide nucleique 
20 double brin resultant de ('hybridation specifique entre deux brins d'ADN 
complementaires, strictement ou non (homoduplex ADN/ADN) ou entre un brin d'ADN 
et un brin d'ARN qui lui est complementaire, strictement ou non (heteroduplex 
ADN/ARN). Dans la presente description, seuls les nucleotides dC ou C seront 
consideres comme etant complementaires de dl. 
25 Par edition de TARN ("RNA editing") ou, plus simplement, par edition, on 

entend designer dans la presente description, la desamination des adenosines (A) en 
inosines (I), a I'interieur d'une sequence d'ARN, par des adenosines desaminases dont 
I'activite depend de TARN double brin ; ces adenosines desaminases sont des ADAR 
("adenosine deaminase RNA-dependent") selon que I'ARN cible est un ARNm, ou bien 
30 des ADAT ("adenosine deaminase tRNA-dependent") selon que les ARN cibles sont 
des ARNt (pour revue, voir Maas et al. BioEssays, 2000, 22(9), 790-802, ainsi que 
Reenan, TRENDS in Genetics, 2001, 17(2). 53-56, ainsi que Gerber et al. TRENDS in 
Biochemical Sciences, 2001, 26(6), 376-384, ainsi que Baas, Ann. Rev. Biochem. 
2002, 71 ,817-846, avec les articles qui y sont references). 
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Par ARN 6dit6. on entend designer dans .a presente description, toute 
sequence d'ARN dont, au moins, une adenosine a ete desaminee en inosine par une 
adenosine desaminase. 

Dans un mode de realisation prefere, le nombre e« ,a loca„sation des 
substitutions de nudeotide dG par un nucleotide d, sur lesdites ^ «"* 
defines de maniere a oe due ,es temperatures de fusion (Tm) des duplex pouvan 
,tre formes entre une desdites sondes et ledi, polynudeotide o,b,e, ou lun de s 
variants attendus, son. identiques ou suflisammen. proohes pour permettre obtent on 
oesd«s duplex par Hybridation specie dans ies memos «n— 
pour ohaoune desdites sondes. De preference, les ecarts maximum de Jm entte 
iesdits dupiex seront, au maximum, de 10°C et, de facon encore plus preferee, de 9, 8, 
7 6, 5°C ou moins. 

Les methodes permettan, de mesurer les Tm d'ADN doubte bnn sent 
anclennes et bien connues de i'bomme de r-t Bias ne seront pas *-J^ « 
mais on P eut oiter pour memoire Lehman et a.. (J. Cbem. Rhys. 1968, 4(7) 3170 
3179), Crothera (Biopoiymers, 1968, 6(10), 1391-1404) at, pour revue, Lazurim et al.. 
(Biopolymers, 1970, 9(11), 1263-1306). 

Dans un mode de realisation egaiemen. prefere, ,e nombre et la locatisation 
d es substitutions de nucleotide dG par un nucleotide d, sur ,esd«es sondes son 
, ermines de maniere a ce que ,e nombre de dG restants susceptive* de sappane 
a dC ou a C dans Iesdits duplex est, de preference, identique au peu different pour 
chacune desdites sondes. De preference encore, la difference entre le nombre de dG 
r^nts susceptib.es de s'apparier a dC ou a C dans Iesdits duplex, es, infeneure a 
1 0% de la longueur total dudit duplex. 

Dans un mode de realisation egalement prefere, ledit polynucleotide able ou 
' l .undesesvariantsattendusestdetypeADNsim P lebrinouARNsimplabnn. 

Dans un mode de realisation egalement prSfere, lesdi.es sondes component 

preferee 25 bases ou moins de 25 bases, de maniere encore plus preferee 20 bases 

30 ou moins de 20 bases. i QO Hit c 
Dans un mode de realisation egalement prefere, lesdi.es sendee et lesdts 
polynucleotides oibiea, ou fun de ieurs variants attendus, metten. en jeu un nombre 
identique de bases ou un nombre de bases different dune unite oa, au plus, de 10 h. 
Dans un mode de reaction egalement prefere, ledit polynucleotide at*, ou 
, ds ses variants attendus, es. prealablement marque par un marqueur capaMe 



I'un ' 
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d'engendrer, directement ou indirectement un signal detectable, de preference 
detectable par fluorescence ou par mesure de radioactivite lorsque lesdites sondes 
sont disposees sur un support solide. 

Par exemple, lesdits marqueurs lorsqu'ils sont fluorescents peuvent etre choisis 
5 parmi des fluorochromes, notamment derives de la cyanine, tels que les fluorochromes 
Cy5 ou Cy3. 

Dans un mode de realisation egalement prefere, I'appariement specifique de la 
sonde avec ledit polynucleotide cible est mis en evidence grace a ('utilisation d'un 
compose susceptible d'etre detecte par transfert d'energie moleculaire, notamment par 
10 transfert d'energie de fluorescence (denomme « FRET » pour "fluorescence 
resonance energy transfer")- 

Par la technique « FRET », I'appariement specifique de la sonde avec ledit 
polynucleotide cible ou I'un de ses variants pourra, par exemple, etre revele par. un 
couple de fluorophores, le premier fluorophore etant sort accepteur soit donneur ; de 
15 photons et situe en 5' ou en 3' de la sonde, le second fluorophore etant ajors 
respectivement soit donneur soit accepteur de photons, et positionne respectivement 
en 3' ou en 5' d'une seconde sonde ; cette seconde sonde est definie telle qu'elle 
puisse s'hybrider de facon strictement identique a une sequence identique et 
adjacente auxdits polynucleotides cibles, et telle que le second fluorophore, donneur 
20 ou accepteur de photon, soit positionne a distance suffisamment proche du premier 
fluorophore, pour assurer le transfert d'energie du fluorophore donneur au florophore 
accepteur. 

Dans les methodes d'analyse ou precedes de I'invention, les marqueurs et les 
techniques permettant de detecter et/ou de quantifier la presence de duplex formes 
25 sur un support solide revetu de sondes, ou formes en phase homogene liquide sont 
bien connus de I'homme de I'art et ne seront pas developpes ici. 

Pour les systemes de marqueurs permettant la detection d'une hybridation 
entre deux polynucleotides en phase liquide homogene par transfert d'energie 
moleculaire, notamment par « FRET », on pourra par exemple, mais sans s'y limiter, 
30 se referer a Particle de livak et al. (PCR Methods Appl. 1995, 4, 357-362) et au 
document brevet US 6,1 17,637 et aux documents qui y sont references. 

Dans un mode de realisation encore prefere, ledit support solide est un support 
solide pouvant etre, le cas echeant, active ou fonctionnalise pour assurer une fixation 
covalente desd'rtes sondes, notamment choisis parmi les supports solides en verre, en 



12 



20 



25 



plastique en Nylon 8 , en silicone, en silicium, ou enoore en polyoses ou poly(hetero- 
oses) tel que la cellulose, de preference en verre, ce dernier pouvant etre s,lan,se. 

Dans un mode de realisation egalement prefer*, lesdites sondes pourront etre 
fonctionnalisees a 1'aide d'une fonction capable de reagir avec .edit support sol.de pour 
former une liaison covalente avec ledit support, ce dernier pouvant etre achve, 
fonctionnalise ou encore muni d'un agent espaceur. 

Dans un mode de realisation egalement prefere, ledit echantillon a analyser 
contient ledit polynucleotide cible et I'un au moins de ses variants attendus. 

Dans un mode de realisation egalement prefere, le nombre desdites sondes 
differentes est au moins ega. a 3, 4, 5, 6 7, 8, 9, 10, 15, 20 et 25 ou encore au moins 
agal au nombre de variants attendus dudit polynucleotide cible dont run au moms est 
susceptible d'etre present dans ledit echantillon a analyser, ledit nombre de vanants 
etant au moins egal a 2. 

Dans un mode de realisation egalement prefere, le nombre desdrtes sendee 
dont au moins un des nuclides dG a ete substitue par un nucleotide dl est au moms 
egal a 2, de preference a 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15 ou encore au nombre de vanants 
attendus dudit polynucleotide cible component un nucleotide dC ou C a la place d un 
autre nucleotide present dans ledit polynucleotide cible. 

Sous un autre aspect, la presente invention a pour objet un jeu d'au moms 
deux sondes oligodesoxyribonucieotidiques differentes, oaracterise en ce qu'au moms 
un des nucleotides dG sur au moins une desdites sondes a ete substitue par un 
nucleotide dl, de telle fa 5 on que les conditions dhybridation sent identiques pour 
chacune desdites sondes, ces dernieres contenan, une sequence suscepbble de 
former un duplex speoiflque avec un polynucleotide cible. ou fun de ses vanants. 

De preference, le jeu dau moins deux sondes differentes selon I'invenbon est 
oaracterise en oe que le nombre e. la localisation des substitutions de nucleotide dG 
par un nucleotide d. sur lesdites sondes sent determines de maniere a ce qua les Tm 
des duplex pouvant etre formes avec chacune desdites sondes sent identiques ou 
suffisamment procbes pour permettre Intention desdits duplex par hybndabon 
30 speciflque dans les memes conditions d'hybridation pour chacune desdites sondes. 

De preference encore, le )eu d'au moins deux sondes differentes selon 
Invention est oaracterise en oe que le nombre et .a .ooalisation des substitutions de 
nucleotide dG par un nucleotide dl sur lesdites sondes sent determines de mamere a 
oe que le nombre de dG restarts susceptibles de s'apparier a dC ou a C dans .esd,ts 
35 duplex est identique ou peu different pour chacune desdites sondes. 
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De preference encore, le jeu d'au moins deux sondes differentes selon 
('invention est caracterise en ce que lesdites sondes sont de type ADN monocatenaire. 

De preference encore, le jeu d'au moins deux sondes differentes selon 
Tinvention est caracterise en ce que lesdites sondes comprennent un petit nombre de 
5 bases, de preference 30 bases ou moins de 30 bases, de maniere preferee 25 bases 
ou moins de 25 bases, de maniere encore plus preferee 20 bases ou moins de 20 
bases. 

De preference encore, le jeu d'au moins deux sondes differentes selon 
Tinvention est caracterise en ce que lesdites sondes mettent en jeu un nombre 
10 identique de bases ou different d'une unite ou, au plus, de 10 %. 

Dans un mode de realisation egalement prefere, le nombre desdites sondes 
differentes est au moins egal a 3, 5, 7, 10, 15, 20 et 25 ou encore au moins egal au 
nombre de variants attendus dudit polynucleotide cible dont I'un au moins est 
susceptible d'etre present dans ledit echantillon a analyser, ledit nombre de variants 
15 etant au moins egal a 2. 

De preference encore, le jeu d'au moins deux sondes differentes selon 
Tinvention est caracterise en ce que le nombre desdites sondes dont au moins un.des 
nucleotides dG a ete substitue par un nucleotide dl est au moins egal a 2,, de 
preference a 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15 ou encore au nombre de variants attendus dudit 
20 polynucleotide cible comportant un nucleotide dCouCa la place d'un autre nucleotide 
present dans ledit polynucleotide cible. 

Sous un aspect particulierement prefere, la presente invention a pour objet un 
jeu d'au moins deux sondes differentes selon Tinvention, caracterise en ce que ledit 
jeu est constitue ou comprend un ensemble de sondes permettant de detecter et/ou 
25 de quantifier dans un echantillon, la presence d'un oligonucleotide cible et un 
ensemble de ses variants attendus. 

De preference, ledit oligonucleotide cible est derive d'un fragment de gene 
susceptible de comporter - ou dont le produit de transcription est susceptible de 
comporter - au moins une substitution de base dans la sequence dont derive ledit 
30 oligonucleotide cible. 

De preference encore, ledit oligonucleotide cible est derive d'un fragment 
d'ARNm susceptible de comporter au moins un site d'edition dans la sequence de ce 
fragment. 

De maniere encore plus preferee, ledit oligonucleotide cible est derive d'un 
35 fragment d'ARNm d'un recepteur membranaire de cellule eucaryote, notamment de 



mammifere, incluant .e recepteur de la serotonine 5-HT 2c (5-HT 2C -R) ou la sous-un,te 
B du recepteur du glutamate (GluR-B), le 6-HT 2C -R etant le plus prefere. 

Dans un mode de realisation egalement prefere, la presente invention a pour 
objet un jeu <fau moins deux sondes differentes selon Invention, caracterise en ce 
que M ieu est constitue d'un ou oomprend un ensemble de sondes distinctes 
permettant de detecter et/ou de quantifier dans un eohantillon, la presence potentielle 
de tout oligonucleotide cibie derive d'un fragment d'ARNm. Sdite et non edite. 

Dans un mode de realisation parUculierement prefere, la presente invention a 
pour objet un jeu d'au moins deux sondes differentes selon Invention, caracterise en 
ce que ledit jeu est constitue d'un ou oomprend au moins un ensemble de sondes 
distinctes permettant de detecter et/ou de quantifier dans un eohantillon, la presence 
potentielle du polynucleotide cible derive du fragment d'ARNm non edite et de tout 
polynucleotide cible derive d'un fragment d'ARNm dont .'edition peut entrainer une 
modification de la sequence d'acides amines de la proteine qui est le produ,t de 
traduction de I'ARNm non edite. 

Dans un mode de realisation encore plus prate*, la presente invention a pour 
objet un jeu d'au moins deux sondes differentes selon .'invention, caraotense en ce 
que ledit jeu est constitue d'un ou oomprend un ensemble de trente-deux sondes 
distinctes permettant de detecter et/ou de quantifier dans un echantillor , tout 
, oligonucleotide cible derive d'un fragment comprenant la sequence SEQ ID No. 33 (5 - 
AUA CGU AAU CCU A-3') de I'ARNm, edite ou non edite, du 5-HT 2c -R- 

Dans ce cas particulier, on entend designer par "tout oligonucleotide cible 
derive d'un fragment de I'ARNm du 5-HT 2c -R, ledit fragment comprenant la sequence 
SEQ ID No 33 (5'-AUA CGU AAU CCU A-3') de I'ARNm edite ou non Mite" : 
>5 - n'importe lequel des oligonucleotides de I'enaemble des oligonucleotides 

' constitue par les trente-deux ARN anfisens, o'est-a-dire complementers a 100 % du 
fragment de I'ARNm du 5-HT 2Cr R, ledit fragment comprenant la sequence SEQ ID 
No 33 et dans laquelle SEQ ID No. 33, cheque nucleotide A correspondent a un site 
d'edition (nucleotides en posfflon 1,3, 7, 8, ou 13 de la SEQ ID No. 33) peut etre edrte 



ou non ; ou 



- n'importe lequel des oligonucleotides de .'ensemble des oligonucleotides 
constitue par les trente-deux ADN, c'est-a-dire complementers a 100 % du fragment 
de I'ARNm du 5-HT 2C -R, ledit fragment comprenant la sequence SEQ ID No. 33 et 
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dans laquelle SEQ ID No. 33, chaque nucleotides A correspondant a un site d'edition 
(nucleotides en position 1,3, 7, 8, ou 13 de SEQ ID No. 33) peut etre edite ou non. 

Dans un mode de realisation encore plus prefere, la presente invention a pour 
objet un jeu d'au moins deux sondes differentes selon I'invention, caracterise en ce 
5 que ledit jeu est constitue ou comprend les ensembles de sondes suivants : 

- l'ensemble des trente-deux sondes de sequence comprenant les sequences 
des fragments du nucleotide 3 au nucleotide 15 des SEQ ID Nos. 1 a 32, les parties de 
ces sondes situees en dehors dudit fragment du nucleotide 3 au nucleotide 15 etant 
identiques aux parties correspondantes (en ADN) de I'ARNm du 5-HT 2 c-R '. ou 
10 - l'ensemble des trente-deux sondes de sequence SEQ ID Nos. 1 a 32. 

Sous un autre aspect, la presente invention a pour objet une biopuce 
comprenant un jeu d'au moins deux sondes differentes selon la presente invention, 
deposees sur un meme support solide, ledit support solide pouvant etre, le cas 
echeant, active ou fonctionnalise pour assurer une fixation covalente desdites sondes, 
15 et notamment choisi parmi les supports solides tels que decrits ci-avant. 

Sous un autre aspect, la presente invention a pour objet un reacteur 
comprenant en solution un jeu d'au moins deux sondes differentes selon I'a presente 
invention. 

Sous un autre aspect, la presente invention a pour objet un dispositif, 
20 notamment une plaque ou une microplaque, constitue d'au moins deux conteneurs ou 
cupules, ledit dispositif comprenant un jeu d'au moins deux sondes differentes selon la 
presente invention, chacun des conteneurs ou cupules contenant une desdites 
sondes. 

De preference, la presente invention concerne une biopuce dans laquelle 
25 lesdites sondes sont fixees sur ledit support solide, notamment par liaison covalente. 

Sous un autre aspect, la presente invention a pour objet une trousse de reactifs 
pour la detection, I'analyse qualitative ou quantitative d'acides nucleiques cibles dans 
un echantillon, caracterise en ce qu'elle comprend un jeu d'au moins deux sondes 
differentes selon la presente invention et/ou une biopuce selon I'invention. 
30 Sous encore un autre aspect, la presente invention a pour objet un procede 

pour la detection et/ou la quantification d'oligonucleotides cibles dans un echantillon, 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) le depot de I'echantillon contenant lesdits oligonucleotides cibles dont on 
cherche a detecter la presence sur une biopuce selon I'invention, ou encore dans 
35 chacun des conteneurs ou cupules du dispositif selon I'invention, dans les conditions 
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permettant I'hybridation specie desdits oligonucleotides cibles avec lesdites 
sondes ; 

b) le cas echeant, le uncage de la biopuce obtenue * I'etape a) dans les 
conditions permettant I'elimination des acides nucieiques de I'echantillon non captures 
par hybridation ; et 

c) la detection et/ou la quantification des oligonucleotides cibles captures par 
chacune desdites sondes par hybridation specifique. 

La presente invention comprend egalement un precede pour la detection et/ou 
,a quantification ^oligonucleotides cibles dans un echanti.lon, ledit oligonucleotide 
cible etant derive d'un fragment d'ARNm susceptible de comporter au moins un srte 
d'edrtion dans la sequence du fragment dont derive ledit oligonucleotide able, 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) le depot de I'echantillon contenant lesdits oligonucleotides cibles dont on 
cherche a detecter la presence sur une biopuce revetue d'un jeu de sondes selon 

5 .'invention, ou encore dans chacun des conteneurs ou cupules du dispositif selon 
.'invention, dans les conditions permettant I'hybridation specifique desdrts 
oligonucleotides cibles avec lesdites sondes ; 

b) le cas echeant, le rincage de la biopuce obtenue a I'etape a) dans les 
conditions permettant .'elimination des acides nucieiques de I'echantillon non captures 

10 par hybridation ; et 

c) la detection et/ou la quantification des oligonucleotides cibles captures par 
chacune desdites sondes par hybridation specifique. 

La presente invention comprend egalement un precede pour la detection et/ou 
,a quantification de tout oligonucleotide cible derive d'un fragment d'ARNm susceptible 
25 de comporter au moins un site d'edition dans la sequence du fragment dont denve 
ledit oligonucleotide cible, caracterise en ce qu'il comprend les etapes su.vantes : 

a) le depot de I'echantillon contenant lesdits oligonucleotides cibles dont on 
cherche a detecter la presence, 

- soit sur une biopuce revetue d'un jeu de sondes selon I'invention, ou encore 
30 - sort dans chacun des conteneurs ou cupules du dispositif selon I'invention, 
notamment dans chacune des cupules d'une microplaque, constitue d'au mens deux 
cupules, ladite microplaque comprenant un jeu de sondes selon la presente invention, 
chacune des cupules contenant une seule desdites sondes, 

dans les conditions permettant .'hybridation specifique desdits oligonucleotides cables 
35 avec lesdites sondes, ledit jeu de sondes etant constitue d'un ou comprenant un 
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ensemble de sondes distinctes capable de detecter et/ou de quantifier dans un 
echantillon la presence potentielle de tout oligonucleotide cible derive d'un fragment 
d'ARNm, edite et non edite ; 

b) le cas echeant, le rincage de la biopuce obtenue a I'etape a) dans les 
5 conditions permettant I'elimination des acides nucleiques de I'echantillon non captures 

par hybridation ; et 

c) la detection et/ou la quantification des oligonucleotides cibles captures par 
chacune desdites sondes par hybridation specifique. 

La presente invention comprend egalement un procede pour la detection et/ou 
10 la quantification de tout oligonucleotide cible present dans un echantillon et derive d'un 
fragment comprenant la sequence SEQ ID No. 33 (5*-AUA CGU AAU CCU A-3') de 
I'ARNm edite ou non edite, du 5-HT 2 c-R, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

a) le depot de I'echantillon contenant lesdits oligonucleotides cibles dont on 
15 cherche a detecter la presence, 

- soit sur une biopuce revetue d'un jeu constttue d'un ou comprenant I'ensemble de 
trente-deux sondes distinctes selon 1'invention, ou encore 

- soit dans cha'cun des conteneurs ou cupules du dispositif selon 1'invention, ce 
dispositif comprenant un jeu constitue d'un ou comprenant i'ensemble de trente-deux 

20 sondes distinctes selon 1'invention, notamment dans chacune des cupules d'une 
microplaque comprenant 32 cupules, chacune de ces cupules contenant une seule 
desdites sondes de I'ensemble de trente-deux sondes, 

I'ensemble des trente-deux sondes permettant de detecter et/ou de quantifier dans un 
echantillon tout oligonucleotide cible derive d'un fragment de I'ARNm du 5-HT 2 c-R, 
25 ledit fragment comprenant la sequence SEQ ID No. 33 (5'-AUA CGU AAU CCU A-3') 
edite ou non edite, dans les conditions permettant I'hybridation specifique desdits 
oligonucleotides cibles avec lesdites sondes ; 

b) le cas echeant, le rincage de la biopuce obtenue a I'etape a) dans les 
conditions permettant I'elimination des acides nucleiques de I'echantillon non captures 

30 par hybridation ; et 

c) la detection et/ou la quantification des oligonucleotides cibles captures par 
chacune desdites sondes par hybridation specifique. 

Sous encore un autre aspect, la presente invention comprend egalement un 
procede de determination, dans un echantillon, du pourcentage de chacune des 
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formes editees et non editees de PARNm susceptible de comporter au moms un s,te 
d'edition, par rapport a ia quantite totaie des formes d'ARNm editees ou non edrtees 
presentes dans ledit meme echantiilon (denomme « taux d'edition»), caracter.se en ce 
qu'il comprend un precede seion ['invention pour la detection et/ou la quantificat»on de 
tout oligonucleotide cible present dans un echantiilon et derive d'un fragment de 
I'ARNm susceptible d'etre edite ou non, et dans lequel precede a la fin de I'etape c) on 
determine pour chacune desdites sondes le rapport exprime en pourcentage entre la 
quantite ^oligonucleotides captures par une sonde et la quantite totale 
^oligonucleotides captures par I'ensemble des sondes. 

Dans un mode particulierement prefere des precedes ci-avant selon 1'invent.on, 
lee oligonucleotides cibles sont des ARNm antisens ou des ADN complementaires des 
fragments dudit ARNm edite ou non edite, et lesdites sondes sont des ADN 
correspondant aux sequences du fragment dudit ARNm edite ou non ed.te. 

Dans un mode egalement prefere des precedes ci-avant selon 1'invent.on, 
lesdits fragments dent derivent les oligonucleotides cibles sont des fragments d'acdes . 
nucieiques extraits a partir d'un preferment biolegique d'un erganisme eucaryote, 
notamment le mammifere, dont l'§tre humain. 

Dans un mode de realisation egalement prefere, les oligonucleotides cibles m.s 
en ceuvre dans les precedes selon I'invention sont preaiablement marques par un 
) marqueur capable d'engendrer directement ou indirectement un signal detectable, de 
preference fluorescent ou radioactif. 

Sous encore un autre aspect, la presente invention comprend egalement 
IW.sation d'une biepuce ou d'un dispositif selon I'invention comme matrice d'aff.n.te, 
pour la purification des acides nucieiques ou pour le sequencage des acides 
.5 nucieiques. 

La presente invention comprend en outre I'utilisation d'une biepuce ou dun 
dispositif selon .'invention pour la detection et/ou 1'etude de po.ymerph.smes 
genetiques, notamment de SNP C'Single Nucleotide Polymorphism") ou pour 1'anaiyse 
qualitative ou quantitative de I'expression de genes. 
30 Par exempie, mais sans s'y limiter. en pourra depeser sur les biopuces ou dans 

,es centeneurs, notamment des cupules des dispositifs selon .'invention, des sondes 
d'ADN correspondant a un gene d'interet cennu. Chaoue depot pourra conten.r une 
sonde correspondant a un gene et, d'un depot a 1'autre, les sondes cerrespendrent 
audit gene presentant un polymorphisme. 
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Les ADN ou ARN genomiques, ou ARNm, ou leurs fragments, du tissu, de la 
cellule ou des microorganismes que Ton souhaite etudier pourront etre extraits puis 
marques par exemple avec des fluorochromes ou avec des composes radioactifs (les 
ADN pourront etre amplifies par PCR et les ARN ou ARNm pourront notamment etre 
5 transformes en ADN complementaires (ADNc) par transcription inverse et, le cas 
echeant, amplifies par les techniques de RT-PCR, ou encore transformes en ARN 
antisens). 

Ces ADNc ou ARN antisens seront ensuite deposes sur la biopuce revetue des 
sondes selon I'invention et, le cas echeant, pourront se Her par hybridation specifique 
10 avec ces sondes prealablement deposees qui leur correspondent. Sera ensuite 
detectee sur chaque depot ou dans chaque conteneur, la quantite de signal, 
notamment de fluorescence ou de radioactivite, correspondent ainsi a la quantite 
d'acides nucleiques cibles hybrides, qui sera notamment proportionnelle a la quantite 
initiate d'ARNm extraits, si les ADN cibles deposes sont des ADNc complementaires 
15 d'ARNm retro-transcrits. On pourra ainsi mesurer I'activite de transcription de la cellule 
pour certains genes. 

Les applications de ces biopuces a ADN ou dispositifs selon I'invention sont par 
consequent nombreuses, telles que les etudes de la transcription, le diagnostic 
(recherche de mutation), la recherche de cibles therapeutiques, le genotypage. 
20 La presente invention comprend en outre I'utilisation d'une biopuce ou d'un 

dispositif selon I'invention pour la determination du taux d'edition d'un ARNm. 

Les methodes d'analyse par des procedes utilisant des biopuces ou des 
dispositifs selon I'invention dans des trousses de reactif selon I'invention permettent de 
mettre en evidence une ou plusieurs substitutions de base dans une courte sequence 
25 d'ADN. Elles permettent egalement de reveler les polymorphismes d'un seul nucleotide 
(SNP). Elles permettent aussi de mesurer le degre d'edition des ARNm, que cette 
edition soit restreinte a un seul site ou qu'elle affecte plusieurs sites dans la meme 
molecule d'ARNm. Autrement dit, elles permettent de reveler tout mesappariement, de 
un a plusieurs nucleotides, dans une courte sequence donnee quelle que soit sa 
30 composition en bases. Par cette caracteristique, elles permettent done de poser le 
diagnostic de mutation ponctuelle, comme elles permettent de detecter la presence 
d'agents pathogenes - dont elles permettent le genotypage - qui peuvent etre des 
virus, des procaryotes ou des eucaryotes, qui infectent I'homme, les animaux et les 
plantes. Elles permettent aussi I'analyse du transcriptome avec des sondes courtes, 
35 selon une strategie differente de celles utilisees jusqu'ici, puisqu'elle n'impose pas, 
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entre les drtferentes sequences, un pourcentage constant en guanines et cytosmes 
appariees. Hies permettent enfin d'assurer .e genotypage d'individus appartenant so* 
i ,a meme espece, soit a des especes differentes, dans .e cadre de .a genom,que 
comparatwe.^^ ^ ^ ^ 6gatement une 

methode de selection d'un compose capable de moduler .'edition d'un site tfMbon 
situe sur un fragment d'un ARNm present dans une cellule eucaryote, notamman de 
mammifere, ledit fragment d'ARNm edite ayant la sequence notee «E. et ted* 
fragment d'ARNm non edite ayant la sequence notee «NE>. caracterisee en ce 
qu'elle comprend les Stapes suivantes : 

a) la mise en contact dudit compos* a evaluer avec une population de cellules 
eucaryotes exprimant ta gene dudit ARNm susceptible d'etre *dite ; 

b) la mise en evidence de ia modulation ou non de I'edition du site ded,t,on 
dudit ARNm dans ladite cellule a partir d'un echantillon ^oligonucleotides cbtes 
derives dudit fragment d'ARNm et obtenus a partir d'un extra* d'aoides nucieiques issu 
desdites cellules obtenues a I'etape a) par un precede selon .'invention pour ta 

" detection et/ou la quantfflcetion d'oligonucleotides cibles dans un echanMlon led* 
oligonucleotide cible etant derive d'un fragment d'ARNm susceptible de eomporte, £ 
moins un arte d'edftion sur ,a sequence du fragment dont derive ledit ohgonucleotrde 

, oible. et dans taque, precede au moins deux desdites sondes sent deux ADN 
correspondant, pour i'un a la sequence d'ADN dudit fragment c E » et, pour I autre, 
la sequence d'ADN dudit fragment «NE»; 

o) le oas echeant, en oe que I'on compare a I'etape c) du precede c-avant crte 
a I'etape b) la detection et/ou la quantificaton des oligonucleotides doles captures au 

!5 niveau de chaoune desdRes sondes a celles obtenues a partir d'une populate de 
cellules temoin ; et 

d) la selection de oe compose si celui-ci module .'edition dudrt arte d edrt,on. 

Sous cet autre aspect, la presente invention comprend en outre une methode 
de selection de composes capables de moduler ,e taux d'edition d'un fragment 
30 d'ARNm present dans une cellule eucaryote, notamment de mammifere. caractensee 
en ce qu'elle comprend les etapes suivantes : 

a) la mise en contact dudit compose a evaluer aveo une population de cellules 
eucaryotes exprimant ledit ARNm susceptible d'etre edit* ; 

b) la mise en evidence de la modulation ou non du taux d'edition dudrt fragment 
35 d'ARNm dans ladite cellule a partir d'un echantillon d'oligonucleotides cibles denves 
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dudit fragment d'ARNm et obtenus a partir d'un extrait d'acides nucleiques ,ssu 
desdites cellules obtenues a I'etape a) par un precede selon Invention pour la 
detection et/ou la quantification de tout oligonucleotide cible derive d'un fragment 
d'ARNm susceptible de comporter au moins un site d'edition sur la sequence du 
fragment dont derive ledit oligonucleotide cible ; 

c) la determination a la fin de I'etape c) du procede ci-avant cite a I'etape b) et 
pour chacune desdites sondes, du taux d'edition correspondant au rapport exprime en 
pourcentage entre la quantite ^oligonucleotides captures par une sonde et la quantrte 
totale ^oligonucleotides captures par I'ensemble des sondes ; 

d) le cas echeant, en ce que Ton compare le taux d'edition obtenu a celu, 
obtenu pour une population de cellules temoin ; et 

e) la selection de ce compose si celui module le taux d'edition dudit fragment 

d'ARNm. 

L'humeur est cette disposition affective de base qui fait osciller I'etre huma.n de 
la joie la plus extreme a la douleur la plus profonde, en fonction des evenements et 
des emotions qui commandent ses reponses, en lui permettant de tf adapter, au 
mieux a son environnement social, affectif, familial et professionnel. La regulation de 
l'humeur est un processus complexe qui fait intervenir des neuromediateurs 
appartenant aux trois systemes monoaminergiques, e'est-a-dire noradrenerg,que, 
, serotoninergique et dopaminergique. Ces neuromediateurs agissent via des 
receptees situes dans la membrane plasmique. Lorsque ces recepteurs sont des 
receptees canaux, la liaison du ligand en module I'activite, alors que lorsqu'ils sont 
couples a des effecteurs intracellulars, la liaison des memes Hgands conduira a une 
transduction d'un signal a travers la membrane plasmique. Cette transduct.cn du 
5 signal est la consequence d'un changement de conformation du recepteur a la suite de 
,a liaison du ligand a la partie extracel.u.aire du recepteur. La specificite de la reponse 
de la cellule a ces neuromediateurs depend, d'une part, de la nature du recepteur et 
done du type d'interaction qu'il va provoquer a I'interieur de la cellule, a la suite de son 
changement de conformation et, d'autre part, de la nature des cascades de reactions 
}0 biochimiques ainsi induites qui seront propres au type de cellule concerned 

II n'existe pas un recepteur responsable, a lui seul, de la regulation de 
l'humeur, en reponse a un neuromediateur unique, d'autant que I'expression des 
genes de ces recepteurs est interconnects. Cependant, parmi les nouveaux 
antidepresseurs dits de seconde generation - ils n'appartiennent ni a la fam.lle des 
35 antidepresseurs tricycliques, ni a celle des inhibiteurs de la mono-amine-oxydase 



(IMAO) - certains d'entre eux comme la fluvoxamine (Floxyfral®), la fluoxetine 
(Prozac®) et la paroxetine (Deroxat®) sont consideres comme de puissants et, surtout, 
specifiques inhibiteurs de la recapture de la serotonine dans la fente synaptique (voir a 
ce propos, Goodnick et ai. J. Psychopharmacoi. 1998, 12(3) (Suppl B) S5-20). 
Autrement dit, les antidepresseurs de cette famille agissent en entraTnant une 
augmentation de la concentration de serotonine dans la fente synaptique, forcant ainsi 
une transduction du signal qui serait trop faible, soit par insuffisance de serotonine, 
soit par insuffisance des recepteurs de la serotononine, en nombre, ou en efftcacite a 
transduire le signal. 

La serotonine ou 5 hydroxytryptamine (5-HT) est un neuromediateur qui 
entratne des effets physiologiques extremement varies, par liaison a des recepteurs de 
sous-types differents. U famille 5-HT 2 des recepteurs de la serotonine apparent au 
grand groupe des recepteurs sept fois trans-membranaires couples aux proteines G 
trimeriques. Cette famille comprend trois sous-types de recepteurs (5-HT2A, 5-HT 2 b et 
5-HT 2C ) qui, par Hntermediaire de proteines Gq, activent une phospholipase C p. 
Cette derniere, une fois activee, hydrolyse des phospholipides membranaires avec, 
pour consequence, une augmentation des concentrations intra-cellulaires des inositoi- 
phosphates (InsP) et apparition de diacylglycerol (DAG) qui reste associe a la 
membrane plasmique. Les recepteurs du sous-type 5-HT 2C (5-HT 2C -R) sont presents 
dans le systeme nerveux central, y compris le cortex, le striatum, ('hypothalamus, le 
bulbe olfactif et le plexus choroTde. Le 5-HT 2C -R est tres certainement le ou I'un des 
recepteurs de la serotonine implique dans la regulation de I'humeur. II apparait 
egalement implique dans la perception du desir sexuel (voir a ce propos, Lane, J. 
Psychopharmacoi. 1997, 11(1), 72-82), ainsi que dans la sensation de faim (voir a ce 
propos, Bickerdike et al. Diabetes, Obesity and Metabolism, 1999, 1:207-214). Sur la 
classification des recepteurs de la serotonine de la famille 5-HT 2 et leur mode de 
transduction du signal, on se referera a Baxter et al. (Trends Pharmacol. Sci., 1995, 
16(3): 105-1 10), ainsi qu'a Roth et al. (Pharmacol Ther., 1998, 79(3):231-257) et aux 
articles qui y sont references. De meme, pour la caracterisation pharmacologique des 
recepteurs 5-HT 2l on se referera a Jerman et al. (Eur. J. Pharm. 2001, 414, 23-30) et 
aux articles qui y sont references. Enfin, on trouvera la sequence complete de I'ADNc 
du 5-HT 2C -R, la structure de son gene et la description des epissages alternatifs du 
transcrit primaire de ce dernier, dans Xie et al. (Genomics, 1996, 35, 551-561), ainsi 
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que les sequences correspondantes dans les banques de donnees de Gen- 
Bank/EMBL sous le N° U49516 pour I'ADNc et le N° U49648 pour les sequences 

situees en 5" du gene. 

Conformement au mode de fonctionnement des recepteurs sept fois trans- 
membranes couples aux proteines Gq trimeriques dont la sous-unite aq active une 
phospholipase C p, la stimulation du 5-HT 2C -R par la serotonine entraTne I'hydrolyse 
du phosphatidyl inositol 4,5-bisphosphate (P1P2) en inositol-1 ,4,5-trisphosphate (IPS) 
et DAG Le DAG ainsi produit, active a son tour, une proteine kinase C qui condu.ra a 
U ne modification de I'expression genique, par I'intermediaire d'une cascade de 
reactions biochimiques. La specified de cette modification de I'expression genique 
depend du type de cellule concernee. LMP3 produit par I'hydrolyse du PIP2 est une 
petite molecule hydrosoluble qui diffuse rapidement dans le cytosol ou elle entraTne 
une liberation de calcium en provenance du reticulum endoplasmique par interacts 
avec des recepteurs canaux. Cette augmentation soudaine de concentration de 
calcium intra-cytosolique entraTne une reponse cellulaire immediate par modif.cat.on 
de I'activite de proteines dont la presence entraTne la specifcite de reponse du type de 
cellule concernee. Deux mecanismes controlent la cessation de la reponse cellula.re 
par abaissement de la concentration du calcium intracytosolique. Le prem.er est le 
resultat du pompage du calcium hors du cytosol, principalement hors de la cellule, le 
second est la consequence de reactivation rapide de PIP3. principalement par sa 
dephosphorylation par des phosphatases specifiques. 

L'etape de dephosphorylation de PIP3 est la cible de cet autre agent 
pharmacologique que sont les sels de lithium, carbonate (Teralithe®) et gluconate 
(Neurolithium®) de lithium. Utilises dans les annees 1850 dans le traitement de la 
goutte puis a la fin du XlXeme siecle dans le traitement de la manie, tombes dans 
I'oubli jusqu'au milieu du XXeme siecle, les sels de lithium sont a nouveau utilises avec 
un succes remarquable depuis le debut des annees 1970 dans le traitement des 
phases maniaques, en particulier dans les psychoses maniaco-depress.ves ou .Is 
s'averent, de plus, une prophylaxie efficace des rechutes des troubles bipola.res de 
) I'humeur Les sels de lithium inhibent I'activite de l'inositol-1 -phosphatase responsable 
de I'entiere dephosphorylation de I'IP3 qui conduit a la formation et au recyclage de 
nnositol indispensable a la synthese du P1P2. Dans ces conditions, la diminut.on de la 
concentration de PIP2 a la face intracellular de la membrane plasmique n'est autre 
qu'une diminution du substrat de la phospholipase C-B activee, dont la consequence 
5 est un freinage des effets de I'activation des recepteurs couples aux proteines Gq 
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trimeriques. Autrement dit, les sels de lithium agiraient, entre autres, en entramant une 
diminution du PIP2 disponible, freinant ainsi une transduction du signal qui serait trop 
importante, soit par exces de serotonine, soit par exces de recepteurs de ia 
serotononine, en nombre ou en efficacite a transduire le signal (sur la comprehension 
actuelle du mode d'action des sels de lithium, voir Coyle et al. 2002, Nature Medicine, 
8(6), 557-558, avec les articles qui y sont references). 

Le 5-HT 2 c-R apparatt done comme une des molecules-clef de la reponse a la 
serotonine dans la regulation de I'humeur puisqu'il permet une reponse de la cellule 
dont I'amplitude depend de son efficacite a transduire le signal. II n'existe qu'un seul 
gene du 5-HT 2C -R, Porte par le chromosome X, done un seul allele de ce gene chez 
I'homme et deux chez la femme dont I'un potentiellement inactif par inactivation de I'un 
des deux chromosomes X. Par consequent, il faudrait s'attendre a ce que seuls la 
concentration de serotonine extracellulaire et le nombre de recepteurs presents a la 
membrane a un moment donne, participent a I'efficacite de la transduction du signal en 
reponse a la serotonine. En effet, si Existence d'epissages differentiels du pre-ARNm 
du 5-HT 2 c-R a bien ete demontree, il semble qu'une seule forme du 5-HT 2C -R Puisse 
etre sept fois trans-membranaire et active. Cependant, il existe au moins vingt-quatre 
sortes de recepteurs differents, produits d'expression du meme gene car ils sont le 
resultat d'un mecanisme de regulation post-transcriptionnelle de I'expression genique 
appele edition. 

L'edition est le mecanisme par lequel I'information contenue dans le gene est 
modifiee apres la transcription. On regroupe sous le terme general d'edition des 
ARNm, la modification de la sequence de ces ARNm qui conduit a un changement, en 
nature ou en nombre, des aminoacides incorpores dans la proteine au cours de la 
traduction, la sequence de la proteine ne pouvant plus etre deduite de celle du gene 
qui en dirige la synthese. L'ARN pre-messager du 5-HT 2 c-R peut subir une 
modification enzymatique specifique de certaines adenosines (A), dans la partie de ce 
qui deviendra I'ARNm deftnitif qui dirige I'incorporation des aminoacides situes dans la 
deuxieme boucle intracellulaire du 5-HT 2C -R- En effet, la partie distale du cinquieme 
exon et la partie proximale du cinquieme intron du transcrit primaire sont susceptibles 
de former une structure en tige-boucle potentiellement reconnue par deux enzymes, 
ADAR1 et ADAR2 (adenosine desaminase dependante de I'ARN double brin) qui 
permettent d'editer I'ARN pre-messager, avant son epissage. Cette edition est produite 
par desamination de A qui sont alors transformees en inosine (I). Une fois I'epissage 
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acheve la partie de I'ARNm qui contenait les A ayant subi I'edition, contient maintenant 
des I. Lors de la traduction de I'ARNm du 5-HT 2C -R, on pense que les I sont lues 
comme des G. En effet, lors de la synthese in vitro de lADNc de I'ARNm du 5-HT 2C -R 
ayant subi la desamination des A en I, la transcriptase inverse incorpore des dC en 
face des I, a la place des dT qui auraient du normalement etre incorporees en face 
des A Par consequent, lors de la synthese du second brin qui conduit a la formation 
de I'ADNc double brin, une dG est introduite en face de chaque dC incorporee dans le 
premier brin. Le sequencage de I'ADNc double brin ainsi obtenu cermet de constater 
le rempiacement des dA par des dG, en raison de la desamination initiate des A en I 
, dans lARNm ayant subi I'edition. Par consequent, I'edition de I'ARNm conduit a une 
modification de la signification des codons dans lesquels les A sont remplacees par 
des I qui seraient done lues comme des G (plus specifiquement, sur I'edition du 5- 
HT 2C -R humain, voir Fitzgerald et al. Neuropsychopharmacology, 1999, 21 (2S), 82S- 
90S). 

l5 Compte tenu de ce qui a ete decrit ci-dessus concernant, d'une part le mode 

d'action des antidepresseurs de seconde generation qui agissent en augmentant la 
concentration de serotonine par inhibition de sa recapture et, d'autre part, le mode 
d'action des sels de lithium qui agissent sur la manie en limitant la dispon.b.lrte en 
PIP2, le degre (ou taux) d'edition du 5-HT 2C -R joue tres certainement un r6le dans la 

20 regulation de I'humeur. Dans ce sens, I'etude de Niswander et al. 
(Neuropsychopharmacol., 2001, 24, 478-491) pratiquee post-mortem, a m.s en 
evidence que I'edition de I'ARNm du 5-HT 2C -R, en particulier du site A, etait 
statistiquement plus elevee dans le cortex pre-frontal du cerveau de patients decedes 
par suicide que dans la meme aire du cerveau de patients decedes pour d'autres 

25 raisons. 

On peut egalement citer une autre etude effectuee par Gurevich et al. (Neuron, 
2002, 34(3), 349-356) qui a mis en evidence que le taux d'edition de I'ARNm du 5- 
HT 2C -R etait augmente sur le site E (appele C' dans l'article) et diminue sur le site D 
dans le cortex frontal du cerveau de patients decede par suicide, alors qu'ils 
30 souffraient de depression majeure. 

Inversement, Sodhi et al. (Mol. Psychiatry, 2001, 6(4), 373-379) ont montre que 
le taux d'edition de lARNm du 5-HT 2C -R, etait diminue dans le cortex frontal du 
cerveau de patients classes comme schizophrenes. 
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Ainsi. un recepteur non edite conduirait a un etat maniaque, alors qu'un 
recepteur trop edite conduirait a un etat depressif. A la lumiere de cette synthese et de 
son interpretation faites par I'inventeur, il a ete conclu qu'une modulation de taux 
d'edition de I'ARNm du 5-HT 2C -R entratne une modulation de I'humeur, ceci par 
5 modification de la reponse du 5-HT 2C -R a 'a stimulation par la serotonine. Ainsi une 
inhibition du taux d'edition du 5-HT 2C -R conduira a une augmentation de la reponse a 
la stimulation par la serotonine, alors qu'une stimulation ou augmentation du taux 
d'edition de I'ARNm du 5-HT 2 c-R entrainera une diminution de cette meme reponse a 
la stimulation par la serotonine. Ceci se traduira, et de maniere generate, par un effet 
10 antidepresseur pour les composes capables d'inhiber le taux d'edition de I'ARNm du 5- 
HT 2 c-R et par un effet inhibiteur de la manie pour les composes capables de stimuler 
ou d'augmenter le taux d'edition de I'ARNm du 5-HT 2 c-R. 

Ainsi, dans un mode particulierement prefere, la presente invention comprend 
une methode de selection d'un compose capable de moduler le taux d'edition du 
15 fragment d'ARN comprenant la sequence SEQ ID No. 33 (5'-AUA CGU AAU CCU A- 
3") de I'ARNm du 5-HT 2 c-R dans une cellule eucaryote, notamment de mammifere, 
caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes suivantes : 

a) la mise en contact dudit compose a evaluer avec une population de cellules 
eucaryotes exprimant le gene dudit ARNm ; 
20 b) la mise en evidence de la modulation ou non du taux d'edition dudit fragment 

d'ARNm dans ladrte cellule a partir d'un echantillon d'oligonucleotides cibles derives 
dudit fragment d'ARNm et obtenus a partir d'un extrait d'acides nucleiques issu 
desdites cellules obtenues a I'etape a) par un procede selon I'invention pour la 
detection et/ou la quantification de tout oligonucleotide cible present dans un 
25 echantillon et derive d'un fragment de I'ARNm du 5-HT 2C -R. ledit fragment 
comprenant la sequence SEQ ID No. 33 (5'-AUA CGU AAU CCU A-3') edite ou non 
edite ; 

c) la determination a la fin de I'etape c) du procede ci-avant cite a I'etape b) et 
pour chacune desdites sondes, du taux d'edition correspondant au rapport exprime en 

30 pourcentage entre la quantite d'oligonucleotides captures par une sonde et la quantite 
totale d'oligonucleotides captures par I'ensemble des sondes ; 

d) le cas echeant, en ce que Ton compare le taux d'edition obtenu a celui 
obtenu pour une population de cellules temoin ; et 
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e) la section de ce compose si celui-ci module le taux d'edition dudit fragment 

d'ARNm. , ... . 

Sous un aspect particulier, la presente invention comprend une methode de 
selection dun compose capable de moduler le taux d'edition du fragment d'ARN 
comprenant la sequence SEQ ID No. 33 (5'-AUA CGU AAU CCU A-3') de I ARNm du 
5-HT 2c -R selon I'invention, caracterise en ce qu'a l'«ape e). on saectionne le 
compose si celui-ci diminue le taux d'edition d'au moins un site d'edition dudit fragment 
d'ARN site d'edition qui lorsqu'il est edrte modffie la sequence des acidea ammes de la 
deuxieme boucle intracellulaire du 5-HT 2c -R, notamment si cette diminution du taux 
d'edition augmente la capacite des cellules exprlmant le gene du 5-HT 2C -R a repondre 

& une stimulation par la serotonine. 

Sous un autre aspect particulier, la presente invention comprend une methode 
de selection d'un compose capable de moduler le taux d'edition du fragment d'ARN 
comprenant ,a sequence SEQ ID No. 33 <5'-AUA CGU AAU CCU A-3') de I ARNm du 
5.-HT2C-R selon I'invention, caracterise en ce qu'a 1'etape e), on selectionne le 
compose si celui-ci augmente le taux d'edition d'au moins un site d'edition dudrt 
fragment d'ARN, site d'edition qui lorsqu'il est edite modifie la sequence des acdes 
amines de la deuxieme boucle intracellulaire du 6-HT 2C -R. notamment si cette 
augmentation du taux d'edition diminue la capaclt* des cellules exprlmant le gene du 
0 5-HT 2C -R a repondre a une stimulation par la serotonine. 

Sous encore un autre aspect, la presente invention comprend ('utilisation d'un 
compose capable de moduler le taux d'edition de ,'ARNm du 5-HT 2C -R, (edit compose 
ayant ete selectionne ou etant susceptible d'etre selectionne par un precede de 
selection d'un compose capable de moduler le taux d'edition de 1'ARNm du 6-HT 2C -R 
25 dans une cellule euca^ote, notamment de mammifere selon I'invention, pour la 
preparation d'une composition pharmacetrtique destinee a moduler I'humeur chez un 
patient nScessitant un tel traitement. notamment pour la preparation d'une compos,t,on 
pharmaoeudque destinee salt au traitement de la depression si ce compose 
selectionne diminue le taux d'edition dudit site d'edition, solt au traitement de la man,e 
3„ ou de certaines formes de schizophrenie si ce compose selectionn* augmente le taux 
d'edition dudit site d'edition. 

Sous encore un autre aspect, la presente invention a pour objet un compose 
ayant une activite modulatrice du taux d'edition du fragment d'ARN comprenant la 
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sequence SEQ ID No. 33 (5'-AUA CGU AAU CCU A-3') de I'ARNm du 5-HT 2C -R P°ur 
le traitement de I'humeur. 

Pour les troubles de I'humeur pouvant etre ameliores par des medicaments 
modulant I'edition du 5-HT 2C -R, on pourra se referer a I'ouvrage "Diagnostic and 
5 Statistical Manual of Mental Disorders, fourth edition, text revision, published by the 
American Psychiatric Association, Washington DC, 2000, DSM-IV™. 
On peut citer de maniere particuliere pour ies depressions : 

- la depression majeure caracterisee par un ou piusieurs episodes depressifs (c'est-a- 
dire au moins 2 semaines d'humeur depressive avec perte d'interet accompagnee par 

10 au moins 4 symptomes additionnels de la depression) (voir DSM-IV p349-369) ; 

- la depression bipolaire : 

- bipolaire I : caracterisee par un ou piusieurs episodes maniaques ou mixtes, 
generalement accompagnes d'episodes de depression majeures (voir DSM-IV p382), 

- bipolaire II : caracterisee par un ou piusieurs episodes de depression majeure 
15 accompagnes par au moins un episode hypomaniaque (voir DSM-IV p392), et 

- les troubles cyclothymiques : caracterises par au moins deux semaines de 
nombreuses periodes de symptomes hypomaniaques et de symptomes depressifs 
(voir DSM-IV p398) ; 

- la melancolie : les etats melancoliques se rencontrent chez les depressifs majeurs 
20 ainsi que chez les depressifs bipolaires. Cet etat est caracterise par une perte d'interet 

et/ou de plaisir dans toutes les activites, ainsi que par une diminution de la reactivite 
aux stimuli declenchant habituellement le plaisir (voir DSM-IV p419) ; et 

- la schizophrenic : caracterisee par des troubles durant au moins six mois et 
incluant au moins un mois de symptomes positifs (delusions, hallucination, 

25 disorganisation du langage) et symptomes negatifs (de type depressifs) (voir DSM-IV 
p298). 

Sous cet autre aspect, la presente invention a pour objet particulier un 
compose capable de diminuer le taux d'edition d'au moins un site d'edition du fragment 
d'ARN comprenant la sequence SEQ ID No. 33 (5*-AUA CGU AAU CCU A-3') de 
30 I'ARNm du 5-HT 2 c-R» site d'edition qui lorsqu'il est edite modifie la sequence des 
acides amines de la deuxieme boucle intraceilulaire du 5-HT 2 c-R. pour le traitement 
de la depression, notamment si cette diminution du taux d'edition augmente la 
capacite des cellules exprimant le gene du 5-HT 2 c-R a repondre a une stimulation par 
la serotonine. 
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Sous cet autre aspect, la presente invention a encore pour objet particulier un 
compose capable d'augmenter le taux d'edition d'un site d'edition du fragment d'ARN 
comprenant la sequence SEQ ID No. 33 (5'-AUA CGU AAU CCU A-3') de I'ARNm du 
5-HT2C-R, site d'edition qui lorsqu'il est edite modifie la sequence des acides amines 
de la deuxieme boucle intracellular du 5-HT 2C -R, pour le traitement de la manie ou 
de certaines formes de schizophrenie, notamment si cette augmentation du taux 
d'edition diminue la capacite des cellules exprimant le gene 5-HT 2C -R * repondre a 
une stimulation par la serotonine. 

Les exemples suivants ont ete choisis pour fournir a I'homme de I'art une 
description complete afin de pouvoir realiser et utiliser la presente invention. Ces 
exemples ne sont pas destines a limiter la portee de ce que I'inventeur considere 
comme son invention, ni destinees a montrer que seules les experiences ci-apres ont 
ete effectuees. 

EXERJ1PLE 1 : Methode permettant de determiner, par hybridation specifique et en une 
seule etape, le pourcentage de chacune des trente-deux formes de I'ARNm du 

5-HT 2 c-R- 

La methode decrite ci-apres permet de determiner, par hybridation specifique 
et en une seule etape, le pourcentage de chacune des trente-deux formes de I'ARNm 
> du 5-HT2C-R meme si I'amplification de I'information contenue dans ces ARNm a ete 
necessaire. 

Apres edition des ARNm, les A sont remplacees par des I qui sont, a leur tour, 
remplacees par des dG dans I'ADNc. Autrement dit, plus le nombre de A transformees 
en I au cours de I'edition de I'ARNm initial est grand, plus la temperature necessaire a 
5 une hybridation specifique est elevee. Le remplacement des dG par des dl permet 
d'effectuer les hybridations a une temperature unique selon la strategie decrite ci- 
dessous. 

Si necessaire, en raison d'une quantite d'ARNm de depart trop faibie, 
I'information amplifiee in vitro peut I'etre sous forme d'ARN simple brin, de facon 
,0 lineaire par transcription in vitro (IVT pour "in vitro transcription") ; elle peut I'etre auss. 
sous forme d'ADN double brin par RT-PCR apres transcription inverse (RT pour 
"reverse transcription") de I'ARNm suivie d'une amplification exponentielle par PCR. 
Que I'information soit amplifiee sous la forme finale d'un ARN simple brin ou sous celle 
d'un ADN double brin, pose le probleme de ^identification des I puisque, dans tous les 
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cas, au cours de la synthese de l'ADNc par la transcriptase inverse, une dC est 
incorporee en face de chaque I et, lors de la synthese du brin complementaire, une dG 
est ensuite incorporee en face de chaque dC. Ceci revient a dire que si les sequences 
qui sont hybridees aux differentes sondes sont celles complementaires des ARNm 
initiaux, elles contiennent des dT ou des U en face de chaque A non editee et des dC 
ou des C en face de chaque 1, selon que les sequences ont ete obtenues sous forme 
d'ADN par RT-PCR ou sous forme d'ARN par IVT. 

Dans le cas ou reformation contenue dans les ARNm de depart est amplifiee 
par IVT du brin sens, les molecules d'ARN synthetisees presented une sequence 
identique a celle des ARNm mais dont les A, editees en I, sont remplacees par des G. 
Inversement, I'lVT du brin anti-sens permet de synthetiser des molecules d'ARN dont 
la sequence est complementaire de celle des ARNm de depart mais avec des C qui 
remplacent les U en face des sites edites de A en I. 

Par consequent, pour que les temperatures d'hybridation soient identiques pour 
toutes les sondes, les ADN simple brin deposes sous forme de sondes sur le support 
sont de sequence identique a celles des ARNm initiaux mais dans lesquelles des dA 
remplacent les A non editees et des dl remplacent des I provenant de I'edition de ces 
A en I. Ainsi, que les ARN initiaux aient ete amplifies par RT-PCR sous forme d'ADN 
double brin ou par IVT sous forme d'ARN antisens des ARNm initiaux, il y aura 
toujours formation de deux liaisons hydrogenes entre dA et dT ou U d'une part et entre 
dl et dC ou C d'autre part. 

Les sequences des trente-deux sondes necessaires a I'identification des 
differentes formes, editees ou non, de I'ARNm du 5-HT 2C -R sont rapportees ci- 
dessous. 

Les Tm ayant ete mesurees individuellement pour chacune des sondes, toutes 
les conditions autres que la temperature etant identiques par ailleurs, la temperature 
d'hybridation pour I'ensemble des sondes est choisie entre les deux Tm extremes 
mesurees, ici pour la sonde de sequence SEQ ID No. 1 et la sonde de sequence SEQ 
ID No. 32. 

Les conditions autres que la Tm auront ete definies de facon a ce que I'ecart 
entre les deux Tm extremes mesurees soient le plus faible possible. 

Les differentes formes initiates de I'ARNm du 5-HT 2 c~R sont quantifies par 
mesure soit de la radioactivite, soit de I'intensite de fluorescence des trente-deux 
sequences appariees. La somme des trente-deux valeurs mesurees etant directement 
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proportionnelle a la somme des differentes formes initiales de l'ARNm du 5-HT 2C -R, le 
pourcentage de chacune des formes de cet ARNm peut etre deduit en divisant la 
valeur mesuree individuellement pour chaque forme par la somme des valeurs des 
trente-deux formes. 



Sites d'edition 

1 5-HT 2C R-0 
l-N-l 

2 5-HT 2C R-A 
10 V-N-l 

3 5-HT 2C R-B 
M-N-l 

4 5-HT 2C R-C 
l-S-l 

15 5 5-HT 2C R-D 
l-N-V 

6 5-HT 2C R-E 
l-D-l 

7 5-HT 2C R-AB 
20 V-N-l 

8 5-HT 2C R-AC 
V-S-l 

9 5-HT 2 c R-AD 
V-N-V 

25 1 0 5-HT 2C R-AE 
V-D-l 

1 1 5-HT 2C R-BC 
M-S-l 

12 5-HT 2C R-BD 
30 M-N-V 



A B EC D 
d(CAATACGTAATCCTATT) SEQ ID No. 1 

d(CAITACGTAATCCTATT) SEQ ID No. 2 

d(CAATI CGTAATCCTATT) SEQ ID No. 3 

d(CAATACGTAITCCTATT) SEQ ID No. 4 

d(CAATACGTAATCCTITT) SEQ ID No. 5 

d(CAATACGTIATCCTATT) SEQ ID No. 6 

d(CAITICGTAATCCTATT) SEQ ID No. 7 

d (CAI TACGTAJTCCTATT) SEQ ID No. 8 

d(CAITACGTAATCCTITT) SEQ ID No. 9 

d(CAITACGTIATCCTATT) SEQ ID No. 10 

d(CAATICGTAITCCTATT) SEQ ID No. 11 

d(CAATICGTAATCCTlTT) SEQ ID No. 1 2 
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13 5-HT 2C R-BE d (CAATICGTI ATCCTATT) SEQlDNo.13 
M-D-l 

14 5-HT 2C R-CD d(CAATACGTAITCCTITT) SEQ ID No. 14 
l-S-V 

5 15 5-HT 2C R-CE d (C AATACGTI ITCCT ATT) SEQ ID No. 15 
l-G-l 

16 5-HT 2C R-DE d(CAATACGTIATCCTITT) SEQ ID No. 16 
l-D-V 

17 5-HT 2C R-ABC d(CAITICGTAITCCTATT) SEQ ID No. 17 
10 V-S-l 

1 8 5-HT 2C R-ABD d(CAITlCGTAATCCTITT) SEQ ID No. 1 8 
V-N-V 

19 5-HT 2 c R-ABE d(CAITICGTIATCCTATT) SEQ ID No. 19 
V-D-l 

15 20 5-HT 2C R-ACD d (CAITACGTAITCCTITT) SEQ ID No. 20 
V-S-V 

21 5-HT 2C R-ACE d(CAITACGTIITCCTATT) SEQ ID No. 21 
V-G-l 

22 5-HT 2 c R-ADE d(CAITACGTlATCCTITT) SEQ ID No. 22 
20 V-D-V 

23 5-HT 2C R-BCD d(CAATICGTAITCCTITT) SEQ ID No. 23 

M-S-V 

24 5-HT 2C R-BCE d(CAATI CGTI ITCCT ATT) SEQ ID No. 24 
M-G-l 

25 2 5 5-HT 2C R-BDE d (CAATI CGTI ATCCTITT) SEQ ID No. 25 
M-D-V 

26 5-HT 2C R-CDE d(CAATACGTI ITCCTITT) SEQ ID No. 26 
l-G-V 

27 5-HT 2C R-ABCD d(CAITICGTAlTCCTITT) SEQ ID No. 27 
30 V-S-V 
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28 5-HT 2C R-ABCE d(CAITICGTIITCCTATT) SEQ ID No. 28 
V-G-l 

29 5-HT2C R-ABDE d(CAITICGTIATCCTITT) SEQ ID No. 29 
V-D-V 

5 30 5-HT 2C R-ACDE d(CAITACGTI ITCCTITT) SEQ ID No. 30 
V-G-V 

31 5-HT 2C R-BCDE d(CAATICGTI ITCCTITT) SEQ ID No. .31 
M-G-V 

32 5-HT 2 c R-ABCDE d(CAITICGTIITCCTITT) SEQ ID No. 32 
10 V-G-V 

EXEMPLE 2 : Exemple de realisation 

L'exemple de realisation developpe ci-dessous concerne I'edition des ARNm 
avec, pour application, celle des ARNm de Tun des recepteurs de la serotonine. Cet 
15 exemple montre qu'il est possible d'effectuer une hybridation dans des conditions de 
temperature unique, meme lorsque le pourcentage de guanines et cytosines 
initialement appariees passe de moins de 30 % a pres de 60 %, dans une sequence 
courte. 

Cinq adenosines sont potentiellement editables dans trois codons differents ce 
20 qui conduit a 2 5 = 32 combinaisons differentes de sequences d'ARNm et 3x4x2 = 24 
combinaisons differentes de sequences en aminoacides (voir schema ci-dessous). La 
desamination des adenosines aux cinq sites editables, notes de A a E, conduit au 
remplacement de trois aminoacides de la deuxieme boucle intracellulaire du 5-HT 2 c-R. 
Le 5-HT2C-R synthetise par traduction de I'ARNm non edite (SEQ ID No. 34) est 
25 constitue des aminoacides l-N-1 (isoleucine - asparagine - isoleucine) dans la 
deuxieme boucle intracellulaire, tandis que celui synthetise par traduction de I'ARNm 
completement edite (SEQ ID No. 35) ou edite simuitanement aux sites A, E, C et D 
est constitue des aminoacides V-G-V (valine - glycine - valine), les codons IUI ou IUA 
specifiant tous les deux I' incorporation d'une valine, si I est effectivement lue comme 
30 G. Les codons AUI, AIU et IAU specifiant respectivement reincorporation de M 
(methionine), S (serine) et D (acide aspartique), vingt-quatre combinaisons 
d'aminoacides sont effectivement possibles dans la deuxieme boucle intracellulaire du 
5-HT2C-R. pourtrente-deux combinaisons de sequences differentes de son ARNm. 
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V 



A B ec D Sites d'edition 

S'-CA AUA CGU AAU CCU AUU-3' ARNm du 5-HT 2C -R non edite 

5 CA AUA Cbu m ^ ^ Am i n oacides du 5 HT 2C R (ARNm non edrte) 

5'-CA IUI CGU IIU CCU IUU-3' ARNm du 5-HT 2C -R tout edite 

v G V Aminoacides du5-HT 2C -R (ARNm tout edite) 

IUA Edition du site A 

Aminoacide du 5-HT 2C -R (ARNm edite au site A) 

AIU Edition des sites B et C 

M s Aminoacides du 5-HT 2 c-R 

(ARNm edite aux sites B et C) 

I A U Edition du site E 

D Aminoacide du 5-HT 2C -R (ARNm edite au site E) 

La deuxieme boucle intracellular du 5-HT 2C -R est impliquee dans le couplage 
du recepteur aux proteines Gq trimeriques. Un 5-HT 2C -R (l-N-») synthase par 
traduction de PARNm non edite presente une activite constitutive de couplage, done 
une activation permanente de la phospholipase C p, tandis qu'un 5-HT 2C -R (V-G-V) 
synthase par traduction d'un ARNm complement edite repond moins bien a la 
stimulation par la serotonine par defaut de couplage aux proteines Gq trimeriques. 
Autrement dit, selon son degre d'edition, le 5-HT 2C -R presentera une aptitude plus ou 
moins grande a repondre a la stimulation par la serotonine. 

Pouvoir mesurer le pourcentage represents par chacune des trente-deux 
formes possibles d'ARNm, revient a predire le pourcentage de chacune des vingt- 
quatre formes du 5-HT 2C -R et, par consequent, a pouvoir estimer indirectement 
I'efficacite de reponse du 5-HT 2C -R a la stimulation par la serotonine. Deux methodes 
ont ete utilisees pour estimer les pourcentages des formes drfferentes d'ARNm du 
5-HT 2C -R. Ces deux methodes ne donnent pas des renseignements equivalents. 

La premiere methode, techniquement la plus lourde et la plus coOteuse, permet 
d'estimer statistiquement le pourcentage de chacune des trente-deux formes de 
I'ARNm du 5-HT 2C -R- Elle consiste a synthetiser simultanement tous les ADNc des 
ARNm du 5-HT 2C -R grace a des amorces specifiques communes aux differentes 
formes d'ARNm, puis a inserer tous ces ADNc dans des plasmides qui sont ensuite 
transfers dans des bacteries. Apres transformation et selection, ces dernieres sont 
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ensuite donees. Ces bacteries donees sont alors amplifies, puis I'ADN plasmidique 
en est extrait, purifie et les ADNc inseres sont alors sequences. Si !e nombre d'ADNc 
clones et sequences est suffisant pour etre statistiquement representatif de la 
population initiale d'ADNc done d'ARNm, le pourcentage de chacune des formes 
5 initiales cfARNm du 5-HT 2C -R pourra alors etre deduit. Si ce nombre est insuffisant, 
seules les formes majoritaires de I'ARNm du 5-HT 2C -R seront statistiquement 
representees." 

La seconde methode est plus rapide a mettre en ceuvre mais elle ne permet 
pas d'estimer le pourcentage de chacune des trente-deux formes de I'ARNm du 5- 
10 HT 2 c-R. Ble permet, en revanche, de determiner le pourcentage de chaque A editee 
en I, a chacun des cinq sites editables. Pour cela, apres synthese des ADNc comme 
dans le cas precedent, il est procede a une extension d'amorce, en presence de trois 
des quatre desoxyribonucleosides triphosphates habituels et d'un 
didesoxyribonucleoside triphosphate qui termine I'extension de I'amorce en face du 
15 desoxyribonucleoside dont on veut determiner la nature. Par exemple les trois 
desoxyribonucleosides triphosphates peuvent etre dAJP, dGTP et dTTP, alors que le 
didesoxyribonucleoside triphosphate est le ddCTP (didesoxycytidine triphosphate) qui, 
en s'incorporant en face de la premiere dG rencontree, arrete I'extension de I'amorce 
la ou se trouvait une I dans I'ARNm qui a servi de matrice a la synthese de -J* ADNc. 
20 Dans le cas ou I'adenosine initiale n'aurait pas ete editee et done remplacee par une 
dG dans I'ADNc, I'amorce est allongee jusqu'a la premiere dG qui suit la dA provenant 
de I'adenosine non editee. Dans ces conditions, les amorces doivent etre 
judicieusement choisies, complementaires de I'un ou I'autre des deux brins de i'ADNc 
et doivent, en outre, avoir ete marquees au 32 P en 5', pour etre visuaiisees par 
25 autoradiographie apres separation par electrophorese en gel de polyacrylamide. La 
mesure de la radioactivite contenue dans les differents fragments separes permet 
d'estimer le pourcentage de A edites a chacun des cinq sites editables. II faut, au 
moins, autant d'amorces qu'il y a de sites editables. 
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RFVFMDICATIONS 
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1/ Methods d'analyse d'un echantillon contenant un polynucleotide cible, et/ou 
Tun de ses variants, .edit variant oomprenant une ou plusieurs substitutions de base 
par rapport audit polynucleotide cible, ladite methode oomprenant les etapes 

SU ' Vante a) la mise a disposition de feohantlllon contenant ledit polynucleotide cible, ou 
run de ses variants, et d'au mains deux oligadesoxyribonucleotides differents, ci-aprts 
designee par le terme genera, de "sondes", ces dernieres etant disposes so,t de 
maniere distincte sur un support solide. soit contenues dans un meme reacteur sort 
encore reparties de maniere distincte sur un dispositif oomprenant un ensemble de 
reacteurs, chacune desdites sondes presentant une sequence susceptible de former 
un duplex speciflque avec le polynucleotide cible ou run de ses variants attendus , 

b) rincubation dudit polynucleotide cible, ou I'un de ses variants, avec lesdites 
sondes dans des conditions d'hybridation speciflque, permettant d'obtenir .a formaton 
d'un duplex entre ledit polynucleotide oible, ou run de ses variants attendus, et une 
desdites sondes meme si ledit polynucleotide cible, et i'un de ses variants attendus ne 
different entre eux que d'un seul nucleotide ; et 

c) la detection des duplex formes sur ledit support solide, ou encore formes en 
solution dans ledit meme reacteur ou formes en solution dans ohacun des reacteurs 
dudit ensemble de reacteurs, 

caracterisee en ce qu'au mains un des nucleotides dG dans au mains une desdrtes 
sondes, a ete substltue par un nucleotide dl, de telle f aS on que les condfcons 
d'hybridatlon speciflque permettant d'obtenir la formation d'un duplex entre ed* 
polynucleo«de cible, ou I'un de ses variants attendus, et une desdites sondes a I etape 
b) sont identiques pour chacune desdites sondes. 

21 M6thode d'analyse selon la revendication 1, caracterisee en ce que a letape 
a) lesdites au mains deux sondes differentes sont disposees de maniere distincte sur 
un support solide, soit contenues en solution dans un meme reacteur, soit encore 
reparties en solution de maniere distincte sur un dispositif oomprenant un ensemble de 
msmes reacteurs, e. en oe qu'a I'etape o), respectivement, les duplex formes son 
detectes sur le support solide, les duplex formes en solution sont detectes dans led,t 
meme reacteur ou dans chacun des reacteurs dudit ensemble de mSme reacteurs. 

3/ Methode d'analyse d'un eohantillon selon la revendication 1 ou 2, 
caracterisee en ce que le nombre et la localisation des substitutions de nucleotide dG 
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REVENDICATIONS 

1/ Jeu d'au moins deux sondes oligodesoxyribonucleotidiques differentes 
contenant une sequence susceptible de former un duplex specifique avec un 
5 polynucleotide cible, ou I'un de ses variants, caracterise en ce que ledit jeu est 
constitue d'un ou comprend un ensemble de sondes distinctes permettant de detecter 
et/ou de quantifier dans un echantillon, la presence potentielle de tout oligonucleotide 
cible derive d'un fragment d'ARNm codant pour un recepteur membranaire de cellule 
de mammifere susceptible de comporter au moins un site d'edition dans la sequence 
10 de ce fragment, et en ce qu'au moins un des nucleotides dG sur au moins urie 
desdites sondes a ete substitue par un nucleotide dl, de telle facon que les conditions 
d'hybridation spnt identiques pour chacune desdites sondes. 

21 Jeu d'au moins deux sondes differentes selon la revendfcations 1, 
caracterise en ce que le nombre et la localisation des substitutions de nucleotide dG 
15 par un nucleotide dl dans lesdites sondes sont determines de maniere a ce que les Tm 
■ des duplex pouvant etre formes avec chacune desdites sondes sont identiques ou 
suffisamment proches pour permettre I'obtention desdits duplex par hybridation 
specifique dans les memes conditions d'hybridation pour chacune desdites sondes. 

3/ Jeu d'au moins deux sondes differentes selon I'une des revendications 1 et 
20 2, caracterise en ce que le nombre et la localisation des substitutions de nucleotide dG 
par un nucleotide dl sur lesdites sondes sont determines de maniere a ce que le 
nombre de dG restants susceptibles de s'apparier adCouaC dans lesdits duplex est 
identique ou peu different pour chacune desdites sondes. 

4/ Jeu d'au moins deux sondes differentes selon I'une des revendications 1 a 3, 
25 caracterise en ce que lesdites sondes sont de type ADN monocatenaire. 

5/ Jeu d'au moins deux sondes differentes selon I'une des revendications 1 a 4, 
caracterise en ce que lesdites sondes comprennent un petit nombre de bases, de 
preference egal ou inferieur a 20 bases. 

6/ Jeu d'au moins deux sondes differentes selon I'une des revendications 1 a 5, 
30 caracterise en ce que lesdites sondes mettent en jeu un nombre identique de bases ou 
un nombre de bases different au plus de 10 %. 

7/ Jeu d'au moins deux sondes differentes selon I'une des revendications 1 a 6, 
caracterise en ce que le nombre desdites sondes differentes est au moins egal au 
nombre de variants attendus dudit polynucleotide cible dont I'un au moins est 
35 susceptible d'etre present dans ledit echantillon a analyser. 
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par un nucleotide dl sur lesdites sondes sent determines de maniere a oe que les 
temperatures de fusion am) des duplex pouvant etre formes entre une desdrtes 
sondes et .edit polynucleotide dole, ou run de ses variants attendus. sent idert,ques 
ou suffisamment proches pour permettre i'obtention desdits duplex par hybridat,on 
speoffique dans les memes conditions d'hybridation pour ohacune desdites sondes. 

4/ MSthode d'analyse d'un echantillon selon I'une des revendications 1 a 3, 
caracterisee en oe que le nombre et la localisation des substitutions de nucleotide dG 
par un nucleotide dl sur lesdites sondes sent determines de maniere a ce que le 
nombre de dG restarts susceptibles de s'apparier adCouaC dans lesdits duplex est 
identique ou peu different pour chacune desdites sondes. 

5/ Methode d'analyse d'un echantillon selon I'une des revendications 1 a 4, 
caracterisee en ce que ledit polynucleotide oible ou fun de ses variants attendus est 
de type ADN simple brin ou ARN simple brin. 

6/ Methode d'analyse d'un echantillon selon I'une des revendications 1 a 5, 
caracterisee en ce que lesdites sondes component un petit nombre de bases, de 
preference 4gal ou inferieur 4 20 bases. 

7/ Methode d'analyse d'un echantillon selon I'une des revendications 1 a 6, 
caracterisee en oe que lesdites sondes et ledit polynucleotide cible ou fun de ses 
variants attendus, mettent en jeu un nombre de bases different cfau p.us de 10 %. 

8/ Methode d'analyse d'un Echantillon selon I'une des revendications 1 a 7, 
caracterisee en ce que ledit polynucleotide oible, ou I'un de ses variants attendus est 
prealablement marque par un marqueur capable d'engendrer, directemert ou 
indirectement un signal detectable. 

9/ Methode d'analyse d'un echantillon selon I'une des revend.cat.ons 1 a 8, 
caracterisee en ce que .edit support est un support soiide choisi parmi les supports 
solides en verre, en plastique, en Nylon-, en silicone, en silicium ou en poiyoses 

10/ Methode d'analyse d'un echantillon selon I'une des revendications 1 a 9, 
caracterisee en ce que ledit echantillon a analyser contient ledit polynucleotide cible et 
run au moins de ses variants attendus. 
3 11/ Methode d'analyse d'un echantillon selon I'une des revendications 1 a 10, 

caracterisee en ce que le nombre desdites sondes differentes est au moins egal au 
nombre de variants attendus dudit polynucleotide cible dont I'un au mens est 
susceptible d'etre present dans ledit echantillon a analyser. 
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8/ Jeu d'au moins deux sondes differentes selon Tune des revendications 1 a 7, 
caracterise en ce que ie nombre desdites sondes dont au moins un des nucleotides 
dG a ete substitue par un nucleotide dl est au moins egal a deux. 

9/ Jeu d'au moins deux sondes differentes selon Tune des revendications 1 a 
5 8, caracterise en ce que ledit recepteur est le recepteur 5-HT 2C (5-HT 2C -R) de la 
serotonine ou la sous-unite B du recepteur du glutamate (GluR-B). 

10 Jeu d'au moins deux sondes differentes selon Tune des revendications 1 a 
9, caracterise en ce que ledit jeu est constitue d'un ou comprend un ensemble de 
trente-deux sondes distinctes permettant de detecter et/ou de quantifier dans un 
10 echantillon tout oligonucleotide cible derive d'un fragment comprenant la sequence 
SEQ ID No. 33 (5'-AUA CGU AAU CCU A-3') de I'ARNm, edite ou non edite, du 5- 
HT 2C -R, ledit jeu etant constitue ou comprenant les ensembles de sondes suivants : 
- I'ensemble des trente-deux sondes de sequence SEQ ID Nos. 1 a 32 suivantes : 
5'-CAATACGTAATCCTATT-3' (SEQ ID No. 1), 
15 5-CAITACGTAATCCTATT-3' (SEQ ID No. 2), 
. 5'-CAATICGTAATCCTATT-3' (SEQ ID No. 3), 
5'-CAATACGTAITCCTATT-3' (SEQ ID No. 4), 
5'-CAATACGTAATCCTITT-3' (SEQ ID No. 5),. 
5'-CAATACGTIATCCTATT-3' (SEQ ID No. 6), 
20 5'-CAITICGTAATCCTATT-3' (SEQ ID No. 7), 
5'-CAITACGTAITCCTATT-3' (SEQ ID No. 8), 
5'-CAITACGTAATCCTITT-3' (SEQ ID No. 9), 
5'-CAITACGTIATCCTATT-3" (SEQ ID No. 10), 
S'-CAATICGTAITCCTATT-S' (SEQ ID No. 11), 
25 5'-CAATlCGTAATCCTITT-3' (SEQ ID No. 12), 
5*-CAATICGTIATCCTATT-3' (SEQ ID No. 13), 
5'-CAATACGTAITCCTITT-3' (SEQ ID No. 14), 
5'-CAATACGTIITCCTATT-3' (SEQ ID No. 15), 
5'-CAATACGTIATCCTITT-3' (SEQ ID No. 16), 
30 5'-CAITICGTAlTCCTATT-3' (SEQ ID No. 17), 
5'-CAITICGTAATCCTITT-3' (SEQ ID No. 18), 
5-CAITICGTIATCCTATT-3' (SEQ ID No. 19), 
5'-CAITACGTAITCCTITT-3' (SEQ ID No. 20), 
5'-CAITACGTIITCCTATT-3' (SEQ ID No. 21 ), 
35 5'-CAITACGTIATCCTITT-3* (SEQ ID No. 22), 
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12/ Methode d'analyse tfun echantillon selon rune des revendications 1 a 11, 
caracterisee en ce que le nombre desdites sondes dent au moins un des nucleotides 
dG a ete substitue par un nucleotide dl est au moins egal a deux. 

13/ Jeu d'au moins deux sondes oligodesoxyribonucleotidiques differentes, 
caracterise en ce qu'au moins un des nucleotides dG sur au moins une desdites 
sondes a ete substitue par un nucleotide dl, de telle fafon que les conditions 
d'hybridation sent identiques pour chacune desdites sondes, ces dernieres contenart 
une sequence susceptible de former un duplex specWique aveo un polynucleot.de 

cible, ou I'un de ses variants. 

14/ Jeu d'au moins deux sondes differentes selon la revend,cation 13. 
caracterise en ce que le nombre et la localisation des substitutions de nucleotide dG 
par un nucleotide dl dans lesdites sondes sent determines de maniere a ce que les Tm 
des duplex pouvant etre formes aveo chacune desdites sondes sort identiques ou 
suffisamment proohes pour permettre robtention desdits duplex par hybridation 
specifique dans les memes contfrtions d'hybridation pour chacune desdites sondes. 

15/ Jeu d'au moins deux sondes differentes selon la revendication 13 ou 14, 
caracterise en ce que le nombre et le localisation des substitutions de nucleotide dG 
par un nucleotide dl cur lesdites sondes sent determines de maniere a ce que le 
nombre de dG restarts susceptible* de s'apparier a dC ou a C dans iesdits duplex est 
> identique ou peu different pour chacune desdites sondes. 

16/ Jeu d'au moins deux sondes differentes selon I'une des revendications 13 a 
15 caracterise en ce que lesdites sondes sort de type ADN monocatenaire. 

' 17/ Jeu d'au moins deux sondes differentes selon I'une des revendications 13 a 

16, caracterise en ce que lesdites sondes component un petit nombre de bases, de 
5 preference egal ou inferieur 4 20 bases. 

18/ Jeu d'au moins deux sondes differentes selon I'une des revendications 13 a 

17, caracterise en ce que lesdites sondes mettent en jeu un nombre identique de 
bases ou un nombre de bases different au plus de 10 %. 

19/ Jeu d'au moins deux sondes differentes selon I'une des revendications 13 a 
30 18 caracterise en ce que le nombre desdites sondes differentes est au moins egal au 
nombre de variants attendus dudit polynucleotide cible dont I'un au moms est 
susceptible d'etre present dans ledit echantillon a analyser. 

20/ Jeu d'au moins deux sondes differentes selon I'une des revendications 13 a 
19 caracterise en ce que le nombre desdites sondes dont au moins un des 
35 nucleotides dG a ete substitue par un nucleotide dl est au moins egal a deux. 
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5'-CAATICGTAITCCTITT-3' (SEQ ID No. 23), 
S'-CAATICGTIITCCTATT-S 1 (SEQ ID No. 24), 
5'-CAATICGTIATCCTITT-3' (SEQ ID No. 25), 
5'-CAATACGTIITCCTITT-3' (SEQ ID No. 26), 
5'-CAITICGTAITCCTITT-3' (SEQ ID No. 27), 
5-CAITICGTI ITCCTATT-3' (SEQ I D No. 28), 
5'-CAIT1CGTIATCCTITT--3' (SEQ ID No. 29), 
5'-CAITACGTUTCCTITT-3' (SEQ ID No. 30), 
5'-CAATICGTIITCCTITT-3* (SEQ ID No. 31 ), et 
5'-CAmCGTIITCCTITT-3' (SEQ ID No. 32) ; ou 

- I'ensemble des trente-deux sondes de sequence comprenant les sequences des 
fragments du nucleotide 3 au nucleotide 15 des SEQ ID Nos. 1 a 32. 

11/ Biopuce comprenant un jeu d'au moins deux sondes differentes seibn Tune 
des revendications 1 a 10 deposees sur un meme support solide. 

12/ Biopuce selon la revendication 11, caracterisee en ce que ledit support 
• solide est choisi parmi les supports solides en verre, en plastique, en Nylon®, en 
silicone, en silicium ou en polyoses. 

13/ Biopuce selon la revendication 11 ou 12, caracterisee en ce que lesdites 
sondes sont fixees sur ledit support solide, de preference par liaison covalente. 

14/ Reacteur comprenant en solution un jeu d'au moins deux sondes 
differentes selon Tune des revendications 1 a 10. 

15/ Dispositif, notamment une plaque ou une microplaque, constitue d'au moins 
deux conteneurs, de preference deux cupules, ledit dispositif comprenant un jeu d'au 
moins deux sondes differentes selon Tune des revendications 1 a 10, chacun des 
conteneurs contenant une desdites sondes. 

16/ Trousse de reactifs pour la detection, I'analyse qualitative ou quantitative 
d'acides nucleiques cibles dans un echantillon, caracterisee en ce qu'elle comprend un 
jeu d'au moins deux sondes differentes selon Tune des revendications 1 a 10, une 
biopuce selon Tune des revendications 11 a 13, ou un dispositif selon la revendication 
15. 

17/ Procede pour la detection et/ou la quantification d'oligonucleotides cibles 
dans un echantillon, ledit oligonucleotide cible etant derive d'un fragment d'ARNm 
codant pour un recepteur membranaire de cellule de mammifere susceptible de 
comporter au moins un site d'edition dans la sequence de ce fragment, caracterise en 
ce qu'il comprend les etapes suivantes : 
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21/ Jeu d'au moins deux sondes differentes selon Tune des revendications 13 a 

20 caracterise en ce que ledit jeu est constitue ou comprend un ensemble de sondes 
pe'rmettant de detecter et/ou de quantifier dans un echantitlon, la presence d'un 
oligonucleotide cible et un ensemble de ses variants attendus. 

22/ Jeu d'au moins deux sondes differentes selon I'une des revendicat.ons 13 a 

21 caracterise en ce que ledit oligonucleotide cible est derive d'un fragment de gene 
susceptible de comporter - ou dont ie produit de transcription est susceptible de 
comporter - au moins une substitution de base dans la sequence dont denve led* 
oligonucleotide cible. 

> 23/ Jeu d'au moins deux sondes differentes selon la revendicat.on 21 ou 22, 

caracterise en ce que ledit oligonucleotide cible est derive d'un fragment d'ARNm 
susceptible de comporter au moins un site d'edition dans la sequence de ce fragment. 

24/ Jeu d'au moins deux sondes differentes selon la revendicat.on 23, 
caracterise en ce que .edit oligonucleotide cible est derive d'un fragment d'ARNm d'un 
5 recepteur membranaire de cellule eucaryote, notamment de mammifere. 

25/ Jeu d'au moins deux sondes differentes selon la revendicat.on 24, 
caracterise en ce que ledit recepteur est le recepteur 5-HT 2C (5-HT 2C -R) de la 
serotonine ou la sous-unite B du recepteur du giutamate (GluR-B). 

26/ Jeu d'au moins deux sondes differentes selon I'une des revendications 23 a 
20 25 caracterise en ce que .edit jeu est constitue d'un ou comprend un ensemble de 
sondes distinctes permettant de detecter et/ou de quantifier dans un echanti.lon, a 
presence potentiel.e de tout oligonucleotide cible derive d'un fragment d'ARNm, edrte 
etnonedite. 

27/ Jeu d'au moins deux sondes differentes selon la revend,oat,on 26. 
25 caracterise en ce que ledit jeu est constitue d'un ou comprend un ensemble de trente- 
deux sondes distinctes permettant de detecter et/ou de quantifier dans un echantrllon 
tout oligonucleotide cible derive d'un fragment comprenant la sequence SEQ ID No. 33 
(5'-AUA CGU AAU CCU A-3-) de I'ARNm, edite ou non Sdite, du 5-HT 2 c-R. 

28/ Jeu d'au moins deux sondes differentes selon la revendication 27, 
30 caracterise en ce que ledft jeu est constrtue ou comprend les ensembles de sondes 
suivants : 

- .-ensemble des trente-deux sondes de sequence SEQ ID Nos. 1 a 32 suivantes : 
5'-CAATACGTAATCCTATT-3' (SEQ ID No. 1), 
5'-CAlTACGTAATCCTATT-3' (SEQ ID No. 2), 
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a) le depot de I'echantillon contenant lesdits oligonucleotides cibles dont on 
cherche a detecter la presence sur une biopuce selon Tune des revendications 11 a 
13, ou dans chacun des conteneurs du dispositif selon la revendication 15, dans les 
conditions permettant I'hybridation specifique desdits oligonucleotides cibles avec 

5 lesdites sondes ; 

b) le cas echeant, le rincage de la biopuce obtenue a I'etape a) dans les 
conditions permettant I'elimination des acides nucleiques de I'echantillon non captures 
par hybridation ; et 

c) la detection et/ou la quantification des oligonucleotides cibles captures par 
10 hybridation specifique au niveau de chacune desdites sondes. 

18/ Procede pour la detection et/ou la quantification d'oligonucleotides cibles 
dans un echantillon selon la revendication 17, caracterise en ce que ledit 
oligonucleotide cible derive d'un fragment comprenant la sequence SEQ ID No. 33 (5'- 
AUA CGU AAU CCU A-3') de I'ARNm, edite ou non edite, du 5-HT 2C -R, ', 

15 19/ Procede de determination du pourcentage, dans un meme echantillon, de 

. chacune des formes, editees et non editees, d'un fragment d'ARNm codant pour un 
recepteur membranaire de cellule de mammifere susceptible de comporter au moins 
un site d'edition, par rapport a la quantite totale des formes d'ARNm editees ou non 
editees presentes dans ledit meme echantillon (denomme «taux d'edition»), 

20 caracterise en ce qu'il comprend un procede selon la revendication 17 et en ce qu'a la 
fin de I'etape c) dudit procede selon la revendication 17, on determine pour chacune 
desdites sondes le rapport exprime en pourcentage entre la quantite d'oligonucleotides 
captures par une sonde et la quantite totale d'oligonucleotides captures par I'ensemble 
des sondes. 

25 20/ Procede selon la revendication 19, caracterise en ce que ledit fragment 

d'ARNm codant pour un recepteur membranaire susceptible de comporter au moins 
un site d'edition est le fragment comprenant la sequence SEQ ID No. 33 (5-AUA CGU 
AAU CCU A-3') de I'ARNm, edite ou non edite, du 5-HT 2C -R, et en ce qu'a I'etape a) 
du procede selon la revendication 17, ladite biopuce ou les conteneurs dudit dispositif 

30 comprennent un jeu de sondes selon la revendication 10. 

21/ Procede selon Tune des revendications 17 a 20, caracterise en ce que les 
oligonucleotides cibles sont des ARNm antisens ou des ADN complementaires des 
fragments dudit ARNm edite et non edite, et en ce que lesdites sondes sont des ADN 
correspondant aux sequences du fragment dudit ARNm edite et non edite. 
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-CAATICGTAATCCTATT-3' (SEQ ID No. 3), 
-CAATACGTAITCCTATT-3* (SEQ ID No. 4), 
-CAATACGTAATCCTITT-3' (SEQ ID No. 5), 
'-CAATACGTIATCCTATT-3' (SEQ ID No. 6), 
'-CAITICGTAATCCTATT-3' (SEQ ID No. 7), 
'-CAITACGTAITCCTATT-3' (SEQ ID No. 8), 
5--CAITACGTAATCCT1TT-3' (SEQ ID No. 9), 
5'-CAlTACGTIATCCTATT-3' (SEQ ID No. 10), 
5'-CAATICGTAlTCCTATT-3' (SEQ ID No. 11), 
S'-CMTICGTAATCCTITT-S' (SEQ ID No. 12), 
5'-CAATlCGTIATCCTATT-3' (SEQ ID No. 13), 
5'-CAATACGTAITCCTITT-3' (SEQ ID No. 14), 
5-CAATACGTIITCCTATT-3' (SEQ ID No. 15), 
5^CAATACGTlATCCTITT-3' (SEQ ID No. 16), 
S'-CAmCGTAlTCCTATT-S 1 (SEQ ID No. 17), 
5'-CAITICGTAATCCTITT-3' (SEQ ID No. 1 8), 
5'-CAITICGTIATCCTATT-3' (SEQ ID No. 19), 
S'-CAITACGTAITCCTnT-S 1 (SEQ ID No. 20), 
5VCAITACGTIITCCTATT-3' (SEQ ID No. 21), 
5 -CAITACGTIATCCTITT-3' (SEQ ID No. 22), 
B'-CAATICGTAITCCTITT-S' (SEQ ID No. 23), 
5'-CAATlCGTHTCCTATT-3' (SEQ ID No. 24), 
5'-CAATICGTIATCCTITT-3' (SEQ ID No. 25), 
S'-CAATACGTUTCCTITT-S' (SEQ ID No. 26), 
S'-CAITICGTAITCCTITT-S' (SEQ ID No. 27), 
S'-CAITICGTIITCCTATT-S 1 (SEQ ID No. 28), 
5'-CAITICGTIATCCTITT-3' (SEQ ID No. 29), 
5'-CAITACGTIITCCTlTT-3' (SEQ ID No. 30), 
5'-CAATICGTUTCCTITT-3' (SEQ ID No. 31), et 
5'-CAITICGTIITCCTlTT-3' (SEQ ID No. 32) ; ou 

- I'ensemble des trente-deux sondes de sequence comprenant les sequences des 
fragments du nucleotide 3 au nucleotide 15 des SEQ ID Nos. 1 a 32. 

29/ Biopuce comprenant un jeu d'au molns deux sondes differentes selon I une 
des revindications 13 a 28 deposees sur un meme support solide. 
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22/ Precede selon I'une des revendications 17 a 21, caracterise en ce que 
lesdits fragments dont derivent les oligonucleotides cibles sont des fragments d'acides 
nucleiques extraits a partir d'un prelevement biologique d'un mammifere dont I'etre 
humain. 

23/ Procede selon I'une des revendications 17 a 22, caracterise en ce que les 
oligonucleotides cibles sont prealablement marques par un marqueur capable 
d'engendrer directement ou indirectement un signal detectable, de preference 
fluorescent ou radioactif. 

24/ Utilisation d'une biopuce selon I'une des revendications 11 a 13, ou d'un 
dispositif selon la revendication 15, pour la determination du taux d'edition d'un ARNm 
codant pour un recepteur membranaire de cellule de mammifere. 

25/ Methode de selection d'un compose capable de moduler I'edition d'un site 
d'edition situe sur un fragment d'un ARNm codant pour un recepteur membranaire 
present dans une cellule de mammifere, ledit fragment d'ARNm edite ayant la 
sequence notee «E» et ledit fragment d'ARNm non edite ayant la sequence notee 
- «NE», caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes suivantes : 

A) la mise en contact dudit compose a evaluer avec une population de cellules 
exprimant le gene dudit ARNm susceptible d'etre edite ; 

B) la mise en evidence de la modulation ou non de I'edition du site d'edition 
dudit ARNm dans ladite cellule , a partir d'un echantillon ^oligonucleotides cibles 
derives dudit fragment d'ARNm et obtenus a partir d'un extrait d'acides nucleiques issu 
desdites cellules obtenues a I'etape A) par un procede selon la revendication 17 et 
dans lequel procede au moins deux desdites sondes sont deux ADN correspondant, 
pour I'un a la sequence d'ADN dudit fragment «E» et, pour I'autre, a la sequence 
d'ADN dudit fragment «NE» ; 

C) le cas echeant, en ce que Ton compare a I'etape c) du procede selon la 
revendication 17 la detection et/ou la quantification des oligonucleotides cibles 
captures au niveau de.chacune desdites sondes a ceiles obtenues a partir d'une 
population de cellules temoins ; et 

D) la selection de ce compose si celui module I'edition dudit site d'edition. 

26/ Methode de selection de composes capables de moduler le taux d'edition 
d'un fragment d'ARNm codant pour un recepteur membranaire present dans une 
cellule de mammifere, caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes suivantes : 

A) la mise en contact dudit compose a evaluer avec une population de cellules 
exprimant le gene dudit ARNm susceptible d'etre edite ; 
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30/ Biopuce selon la revendication 29, caracterisee en ce que ledit support 
solide est choisi parmi les supports solides en verre, en plastique, en Nylon®, en 
silicone, en silicium ou en polyoses. 

31/ Biopuce selon la revendication 29 ou 30, caracterisee en ce que lesdites 
sondes sont fixees sur ledit support solide, de preference par liaison covalente. 

32/ Reacteur comprenant en solution un jeu d'au moins deux sondes 
differentes selon Tune des revendications 13 a 28. 

33/ Dispose, notamment une plaque ou une microplaque, constitue d'au moins 
deux conteneurs, de preference deux cupules, ledit dispositif comprenant un jeu d'au 
moins deux sondes differentes selon Tune des revendications 13 a 28, chacun des 
conteneurs contenant une desdites sondes. 

34/ Trousse de reactifs pour la detection, I'analyse qualitative ou quantitative 
d'acides nucleiques cibles dans un echantillon, caracterisee en ce qu'elle comprend un 
jeu d'au moins deux sondes differentes selon I'une des revendications 13 a 28, une 
biopuce selon Tune des revendications 29 a 31, ou un dispositif selon la revendication 
33. 

35/ Procede pour la detection et/ou la quantification ^oligonucleotides cibles 
dans un echantillon, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) le depot de I'echantillon contenant lesdits oligonucleotides cibles dont on 
cherche a detecter la presence sur une biopuce selon Tune des revendications 29 a 
31, ou dans chacun des conteneurs du dispositif selon la revendication 33, dans les 
conditions permettant I'hybridation specifique desdits oligonucleotides cibles avec 
lesdites sondes ; 

b) le cas echeant, le ringage de la biopuce obtenue a I'etape a) dans les 
conditions permettant I'elimination des acides nucleiques de I'echantillon non captures 
par hybridation ; et 

c) la detection et/ou la quantification des oligonucleotides cibles captures par 
hybridation specifique au niveau de chacune desdites sondes. 

36/ Procede pour la detection et/ou la quantification ^oligonucleotides cibles 
dans un echantillon, ledit oligonucleotide cible etant derive d'un fragment d'ARNm 
susceptible de comporter au moins un site d'edition dans la sequence du fragment 
dont derive ledit oligonucleotide cible, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

a) le depot de I'echantillon contenant lesdits oligonucleotides cibles dont on 
cherche a detecter la presence, 
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B) la mise en evidence de la modulation ou non du taux d'edition dudit fragment 
d'ARNm dans ladite cellule a partir d'un echantillon d'oligonucleotides cibles derives 
dudit fragment d'ARNm et obtenus a partir d'un extrait d'acides nucleiques issu 
desdites cellules obtenues a I'etape A) par un procede selon la revendication 17 ; 
5 C) la determination a la fin de I'etape c) du procede selon la revendication 17 et 

pour chacune desdites sondes du taux d'edition correspondant au rapport exprime en 
pourcentage entre la quantite d'oligonucleotides captures par une sonde et la quantite 
totale d'oligonucleotides captures par I'ensemble des sondes ; 

D) le cas echeant, en ce que I'on compare le taux d'edition obtenu a celui 
10 obtenu pour une population de cellules temoins ; et 

E) la selection de ce compose si celui module le taux d'edition dudit fragment 
d'ARNm. 

27/ Methode de selection de composes capables de moduler le taux d'edition 
d'un fragment d'ARNm selon la revendication 26, ledit ARNm codant pour le recepteur 
15 membranaire 5-HT2C-R. caracterisee en ce que ledit fragment d'ARNm comprend la 
• sequence SEQ ID No. 33 (5'-AUA CGU AAU CCU A-3') de l'ARNm du 5-HT 2C -R et en 
ce qu'a I'etape B dudit procede, la mise en evidence de la modulation bu non du taux 
d'edition dudit fragment d'ARNm est realisee par un procede selon la revendication 18 
dans lequel a I'etape a) ladite biopuce ou les conteneurs dudit dispositif comprennent 
20 un jeu de sondes selon la revendication 10 ; 

C) la determination a la fin de I'etape c) du procede selon la revendication 18 et 
pour chacune desdites sondes du taux d'edition correspondant au rapport exprime en 
pourcentage entre la quantite d'oligonucleotides captures par une sonde et la quantite 
totale d'oligonucleotides captures par I'ensemble des sondes ; 
25 D) le cas echeant, en ce que Ton compare le taux d'edition obtenu a celui 

obtenu pour une population de cellules temoin ; et 

E) la selection de ce compose si celui-ci module le taux d'edition dudit fragment 
d'ARNm. 

28/ Methode de selection d'un compose capable de moduler le taux d'edition du 
30 fragment d'ARN comprenant la sequence SEQ ID No. 33 (5'-AUA CGU AAU CCU A- 
3') de l'ARNm du 5-HT 2 c-R selon la revendication 27, caracterisee en ce qu'a I'etape 
E), on selectionne le compose si celui-ci diminue le taux d'edition d'un site d'edition 
dudit fragment d'ARN, site d'edition qui lorsqu'il est edite modifie la sequence des 
acides amines du 5-HT2C-R provenant de la traduction de l'ARNm non edite. 
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- soit sur une biopuce revetue d'un jeu de sondes selon ia revendication 23, ou 

- soit dans chacune des cupules d'une microplaque, constitue d'au moins deux 
cupules, ladite microplaque comprenant un jeu de sondes selon la revendication 23, 
chacune des cupules contenant une seule desdites sondes, 

dans les conditions permettant I'hybridation specifique desdits oligonucleotides cibles 

avec lesdites sondes ; 

b) le cas echeant, le rincage de la biopuce obtenue a retape a) dans les 
conditions permettant I'elimination des acides nucleiques de 1'echantillon non captures 
par hybridation ; et 

c) la detection et/ou la quantification des oligonucleotides cibles captures par 
hybridation specifique au niveau de chacune desdites sondes. 

37/ Procede pour la detection et/ou la quantification de tout oligonucleotide 
cible derive d'un fragment d'ARNm susceptible de comporter au moins un site d'edition 
dans la sequence du fragment dont derive ledit oligonucleotide cible, caracterise en ce 
qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) le depot de 1'echantillon contenant lesdits oligonucleotides cibles dont on 

cherche a detecter la presence, 

- soit sur une biopuce revetue d'un jeu de sondes selon la revendication 26, ou 

- soit dans chacune des cupules d'une microplaque, constitue d'au moins deux 
cupules, ladite microplaque comprenant un jeu de sondes selon la revendication 26, 
chacune des cupules contenant une seule desdites sondes, 

dans les conditions permettant I'hybridation specifique desdits oligonucleotides cibles 
avec lesdites sondes ; 

b) le cas echeant, le ringage de la biopuce obtenue a I'etape a) dans les 
5 conditions permettant I'elimination des acides nucleiques de 1'echantillon non captures 

par hybridation ; et 

c) la detection et/ou la quantification des oligonucleotides cibles captures par 
hybridation specifique au niveau de chacune desdites sondes. 

38/ Procede pour la detection et/ou la quantification de tout oligonucleotide 
0 cible present dans un echantillon et derive d'un fragment comprenant la sequence 
SEQ ID No. 33 (5'-AUA CGU AAU CCU A-3') de I'ARNm edite ou non edite, du 5- 
HT 2 c-R. caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) le depot de 1'echantillon contenant lesdits oligonucleotides cibles dont on 
cherche a detecter la presence, 
35 - soit sur une biopuce revetue d'un jeu de sondes selon la revendication 27 ou 28, ou 
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29/ Methode de selection d'un compose capable de moduler le taux d'edition du 
fragment d'ARN comprenant la sequence SEQ ID No. 33 (5'-AUA CGU AAU CCU A- 
3') de I'ARNm du 5-HT 2 c-R selon la revendication 27, caracterisee en ce qu'a I'etape 
E), on selectionne le compose si celui-ci augmente le taux d'edition d'un site d'edition 
dudit fragment d'ARN, site d'edition qui lorsqu'il est edite modifie la sequence des 
acides amines du 5-HT 2 c-R provenant de la traduction de I'ARNm non edite. 
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- soft dans chacune des cupules d'une microplaque, constitue d'au mo.ns deux 
cupules, ladite microplaque comprenant un jeu de sondes selon la revendication 27 ou 
28 chacune des cupules contenant une seuie desdites sondes, 
da'ns les conditions permettant Vhybridation specifique desdits oligonucleotides cbles 

avec lesdites sondes ; 

b) le cas echeant, le rincage de la biopuce obtenue a I'etape a) dans les 
conditions permettant lamination des acides nucleiques de I'echantiHon non captures 
par hybridation ; et 

c) la detection et/ou la quantification des oligonucleotides cibles captures par 
hybridation specifique au niveau de chacune desdites sondes. 

39/ Precede de determination du pourcentage, dans un meme echantillon, de 
chacune des formes, editees et non editees, d'ARNm susceptible de comporter au 
moins un site d'edition, par rapport a la quantite totale des formes d'ARNm editees ou 
non editees presentes dans ledit meme echantillon (denomme «taux d'ed,t,on»), 
5 caracterise en ce qui comprend un precede selon la revendication 37 ou 38 dans 
leque. a la fin de I'etape c) on determine pour chacune desdites sondes le rapport 
exprime en pourcentage entre la quantite ^oligonucleotides captures par une sonde et 
la quantite totale ^oligonucleotides captures par I'ensemble des sondes. 

40/ Procede selon I'une des revendications 37 a 39, caracterise en ce que les 
,0 oligonucleotides cibles sont des ARNm antisens ou des ADN complementaires des 
fragments dudit ARNm edite et non MM. et en ce que lesdites sondes sont des ADN 
correspondant aux sequences du fragment dudit ARNm edite et non edrte. 

41/ Procede selon I'une des revendications 35 a 39, caracterise en ce que 
lesdits fragments dont derivent les oligonucleotides cibles sont des fragments d'acides 
25 nucleiques extraits a partir d'un prelevement biologique d'un organisme eucaryote, 
notamment le mammifere dont I'etre humain. 

42/ Procede selon I'une des revendications 35 a 39, caracterise en ce que les 
oligonucleotides cibles sont prealablement marques par un marqueur capable 
d'engendrer directement ou indirectement un signal detectable, de preference 
30 fluorescent ou radioactif. 

43/ Utilisation d'une biopuce selon I'une des revendications 29 a 31, ou dun 
dispositif selon la revendication 33, comme matrice d'affmite, pour la purificat.on 
d'acides nucleiques ou pour le sequengage d'acides nucleiques. 

44/ Utilisation d'une biopuce selon I'une des revendications 29 a 31, ou d'un 
35 disposifrf selon la revendication 33, pour la detection et/ou I'etude de polymorphismes 
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genetiques, notamment de SNP ("single nucleotide polymorphism") ou pour Paralyse 
qualitative ou quantitative de l'expression de genes. 

45/ Utilisation d'une biopuce selon rune des revendications 29 a 31, ou d'un 
dispositif selon la revendication 33, pour la determination du taux d'edition d'un ARNm. 

46/ Methode de selection d'un compose capable de moduler I'edition d'un site 
d'edition situe sur un fragment d'un ARNm present dans une cellule eucaryote, 
notamment de mammifere, ledit fragment d'ARNm edite ayant la sequence notee «E» 
et ledit fragment d'ARNm non edite ayant la sequence notee «NE», caracterisee en ce 
qu'elle comprend les etapes suivantes : 

a) la mise en contact dudit compose a evaluer avec une population de cellules 
eucaryotes exprimant le gene dudit ARNm susceptible d'etre edite ; 

b) la mise en evidence de la modulation ou non de I'edition du site d'edition 
dudit ARNm dans ladite cellule a partir d'un echantillon ^oligonucleotides cibles 
derives dudit fragment d'ARNm et obtenus a partir d'un extrait d'acides nucieiques issu 
desdites cellules obtenues a I'etape a) par un precede selon la revendication 36 et 
dans lequel procede au moins deux desdites sondes sent deux ADN correspondant, 
pour run a la sequence d'ADN dudit fragment «E» et, pour I'autre, a la sequence 
d'ADN dudit fragment «NE» ; 

c) le cas echeant, en ce que I'on compare a I'etape c) du procede selon la 
, revendication 36 la detection et/ou la quantification des oligonucleotides cibles 

captures au niveau de chacune desdites sondes a celles obtenues a partir d'une 
population de cellules temoin ; et 

d) la selection de ce compose si celui module I'edition dudit site d'edition. 

47/ Methode de selection de composes capables de moduler le taux d'edition 
5 d'un fragment d'ARNm present dans une cellule eucaryote, notamment de mammifere, 
caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes suivantes : 

a) la mise en contact dudit compose a evaluer avec une population de cellules 
eucaryotes exprimant le gene dudit ARNm susceptible d'etre edite ; 
b) la mise en evidence de la modulation ou non du taux d'edition dudit fragment 
,0 d'ARNm dans ladite cellule a partir d'un echantillon ^oligonucleotides cibles derives 
dudit fragment d'ARNm et obtenus a partir d'un extrait d'acides nucieiques issu 
desdites cellules obtenues a I'etape a) par un procede selon la revendication 37 ; 

c) la determination a la fin de I'etape c) du procede selon la revendication 37 et 
pour chacune desdites sondes du taux d'edition correspondant au rapport exprime en 




pourcentage entre la quantite ^oligonucleotides captures par une sonde et la quantite 
totale d'oiigonucleotides captures par I'ensemble des sondes ; 

d) le cas echeant, en ce que Ton compare le taux d'edition obtenu a celui 
obtenu pour une population de cellules temoin ; et 

e) la selection de ce compose si celui module le taux d'edition dudit fragment 
d'ARNm. 

48/ Methode de selection d'un compose capable de moduler le taux d'edition du 
fragment comprenant la sequence SEQ ID No. 33 (5'-AUA CGU AAU CCU A-3') de 
I'ARNm du 5-HT 2 c-R dans une cellule eucaryote, notamment de mammifere, 
caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes suivantes : 

a) la mise en contact dudit compose a evaluer avec une population de cellules 
eucaryotes exprimant le gene dudit ARNm ; 

b) la mise en evidence de la modulation ou non du taux d'edition dudit fragment 
d'ARNm dans ladite cellule a partir d'un echantilion d'oiigonucleotides cibles derives 
dudit fragment d'ARNm et obtenus a partir d'un extrait d'acides nucleiques issu 
desdites cellules obtenues a I'etape a) par un procede selon la revendication 38 ; 

c) la determination a la fin de I'etape c) du procede selon la revendication 38 et 
pour chacune desdites sondes du taux d'edition correspondant au rapport exprime en 
pourcentage entre la quantite d'oiigonucleotides captures par une sonde et la quantite 
totale d'oiigonucleotides captures par I'ensemble des sondes ; 

d) le cas echeant, en ce que Ton compare le taux d'edition obtenu a celui 
obtenu pour une population de cellules temoin ; et 

e) la selection de ce compose si celui-ci module le taux d'edition dudit fragment 
d'ARNm. 

49/ Methode de selection d'un compose capable de moduler le taux d'edition du 
fragment d'ARN comprenant la sequence SEQ ID No. 33 (5'-AUA CGU AAU CCU A- 
3') de I'ARNm du 5-HT 2 c-R selon la revendication 48, caracterisee en ce qu'a I'etape 
e), on selectionne le compose si celui-ci diminue le taux d'edition d'un site d'edition 
dudit fragment d'ARN, site d'edition qui lorsqu'il est edite modifie la sequence des 
acides amines du 5-HT 2 c-R provenant de la traduction de I'ARNm non edite. 

50/ Methode de selection d'un compose capable de moduler le taux d'edition du 
fragment d'ARN comprenant la sequence SEQ ID No. 33 (5'-AUA CGU AAU CCU A- 
3') de I'ARNm du 5-HT 2 c-R selon la revendication 48, caracterisee en ce qu'a I'etape 
e), on selectionne le compose si celui-ci augmente le taux d'edition d'un site d'edition 
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dudit fragment d'ARN, site d'edition qui lorsqu'il est edite modifie la sequence des 
acides amines du 5-HT2C-R provenant de la traduction de I'ARNm non edite. 

51/ Utilisation d'un compose capable de moduler le taux d'edition de I'ARNm du 
5-HT 2 c-R. ledit compose etant susceptible d'etre selectionne par un procede selon la 
5 revendication 48, pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee a 
moduier I'humeur chez un patient necessitant un tei traitement. 

52/ Utilisation d'un compose capable de moduler le taux d'edition de I'ARNm du 
5-HT2C-R, ledit compose etant susceptible d'etre selectionne selon la revendication 48 
ou 49, pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee au traitement 
10 de la depression. 

53/ Utilisation d'un compose capable de moduler le taux d'edition de I'ARNm du 
5-HT2C-R, ledit compose ayant ete selectionne par un procede selon la revendication 
48 ou 50, pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee au 
traitement de la manie. 

15 54. Compose ayant une activite modulatrice du taux d'edition du. fragment 

d'ARN comprenant la sequence SEQ ID No. 33 (5'-AUA CGU AAU CCU A-3 1 ) de 
I'ARNm du 5-HT2C-R pour le traitement de I'humeur. 

55. Compose capable de diminuer !e taux d'edition d'un site d'edition du 
fragment d'ARN comprenant la sequence SEQ ID No. 33 (5-AUA CGU AAU CCU A- 

20 3') de I'ARNm du 5-HT 2 c-R, site d'edition qui lorsqu'il est edite modifie la sequence 
des acides amines du 5-HT 2 c-R provenant de la traduction de I'ARNm non edite, pour 
le traitement de la depression. 

56. Compose capable d'augmenter le taux d'edition d'un site d'edition du 
fragment d'ARN comprenant la sequence SEQ ID No. 33 (5-AUA CGU AAU CCU A- 

25 3') de I'ARNm du 5-HT 2 c-R. site d'edition qui lorsqu'il est edite modifie la sequence 
des acides amines du 5-HT 2 c-R provenant de la traduction de I'ARNm non edite, pour 
le traitement de la manie ou certaines formes de schizophrenic. 
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derive de l'ARNm codant pour le recepteur 5-HT 2c 



humain 



<220> 

<221> modified_base 
<222> (9) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (10) 
<223> n= i 



<220> 

<221> modified_base 
<222> (15) 
<223> n= i 



<400> 26 

caatacgtnn tcctntt 



<210> 27 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 



<223> Description de la sequence artificielle: ADN 

derive de l'ARNm codant pour le recepteur 5-HT 2c 
humain 



<220> 

<221> modified_base 



12 



<222> (3) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (5) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (10) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (15) 
<223> n= i 

<400> 27 

cantncgtan tcctntt 



<210> 28 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: ADN 

derive de l'ARNm codant pour le recepteur 5-HT 2c 
humain 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (3) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (5) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (9) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (10) 
<223> n= i 

<400> 28 

cantncgtnn tcctatt 



<210> 29 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 



13 



<223> Description de la sequence artificielle: ADN 

derive de 1 ' ARNm codant pour le recepteur 5-HT 2c 



<220> 

humain 



<220> 

<221> modified_base 
<222> (3) 
<223> n= i 



<220> 

<221> modified_base 
<222> (5) 
<223> n= i 



<220> 

<221> modified_base 
<222> (9) 
<223> n= i 



<220> 

<221> modified_base 
<222> (15) 
<223> n= i 

<400> 29 17 
cantncgtna tcctntt 



<210> 30 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 



^223> Description de la sequence artificielle: ADN 

derive de l'ARNm codant pour le recepteur 5-HT 2c 
humain 



<220> 

<221> modified_base 
<222> (3) 
<223> n= i 



<220> 

<221> modified_base 
<222> (9) 
<223> n= i 



<220> 

<221> modified_base 
<222> (10) 
<223> n= i 



<220> 

<221> modified_base 
<222> (15) 
<223> n= i 



<400> 30 

cantacgtnn tcctntt 



17 



14 



<210> 31 
<211> 11 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 



<223> Description de la sequence artificielle: ADN 

derive de l'ARNm codant pour le recepteur 5-HT 2c 
huraain 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (5) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (9) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (10) 
<223> n= i 



<220> - 

<221> modif ied_base 
<222> (15) 
<223> n= i 

<400> 31 

caatncgtnn tcctntt 



<210> 32 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 



<223> Description de la sequence artificielle: ADN 

derive de l'ARNm codant pour le recepteur 5-HT 2C 
humain 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (3) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (5) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (9) 
<223> n= i 
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<220> 

<221> modified_base 
<222> (10) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (15) 
<223> n= i 



<400> 32 

cantncgtnn tcctntt 



<210> 33 
<211> 13 
<212> ARN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 



<223^ Description de la sequence artificielle: ARN 

derive de l'ARNm codant pour le recepteur 5-HT 2C 



humain 



<400> 33 
auacguaauc cua 



<210> 34 
<211> 17 
<212> ARN 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: ARN 

derive de l'ARNm codant pour le recepteur 5-HT 2c 
humain 



<400> 34 

caauacguaa uccuauu 



<210> 35 
<211> 17 
<212> ARN 

<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: ARN 

derive de l'ARNm codant pour le recepteur 5-HT 2c 
humain 



<220> 

<221> modified_base 
<222> (3) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modif ied_base 
<222> (5) 



I til Ufcjput 




16 



<223> n= i 
<220> 

<221> modif ied_base 
<222> (9) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (10) 
<223> n= i 

<220> 

<221> modified_base 
<222> (15) 
<223> n= i 



<400> 35 

canuncgunn uccunuu 
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